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RESUME

Notre projet évaluait la sélection de résistances bactériennes chez des isolats
d’Escherichia coli fécaux, un réservoir potentiel de génes de résistance, durant une exposition
prolongée a une fluoroquinolone (FQ) suite a I’implantation d’un systéme a libération locale
maitrisée (SLLM) ou une administration systémique chez un modéle porcin. Vingt-et-un porcs
ont €été aléatoirement répartis dans le groupe M (5 mgkg/j d’enrofloxacine (EFX)
intramusculaire), O (5 mg/kg/j d’EFX orale) ou L (implantation chirurgicale péri-fémorale de
sept implants de poly méthacrylate de méthyle, contenant 65 mg d’EFX, pour 10 kg). Des prises
de sang étaient réalisées quotidiennement pour caractériser la fluctuation des concentrations
plasmatiques ’EFX et de son métabolite la ciproﬂdxacine (CFX). Des échantillons fécaux
étaient prélevés quotidiennement pour déterminer les comptes d’E. coli ainsi que leur sensibilité
vis-a-vis de plusieurs antibiotiques par la méthode de diffusion sur gélose. Dans les trois
groupes, I’administration d’EFX a entrainé une diminution sous le seuil de détection des comptes
bactériens aprés 2 jours. La période de bactéricidie a été significativement plus longue dans les
groupes O (9.5+2.18 jours) et M (8+1.66 jours) que dans le groupe L (4.57+0.72 jours). Durant
la période de recolonisation bactérienne, la sensibilité a 'EFX, la CFX et I’acide nalidixique des
E. coli dans le groupe L a légérement mais significativement diminué (p=0.05), en restant
‘cependant au dessus du seuil de sensibilité, alors qu’elle a diminué de maniére trés importante
dans les groupes O et M (p<0.0001). De plus, I’exposition TM et PO a I’EFX a entrainé une
diminution significative de la sensibilit¢ des E. coli 4 ’ampicilline et au triméthoprime-
sulfamethoxazole. En conclusion, [’utilisation d’une modalité d’administration minimisant
D’exposition de la flore intestinale a la FQ minimise également la sélection de souches
bactériennes fécales résistantes. Ceci pourrait représenter un avantage supplémentaire des SLLM

comparé a une administration systémique de FQ pour le traitement des ostéomyélites.

Mots-clés : antibiothérapie, résistance, fluoroquinolone, enrofloxacine, oral, intramusculaire,

systéme a libération locale maitrisée, ostéomyélite, porc.



SUMMARY

This study evaluated the selection of antibiotic resistance in fecal isolates of Escherichia
coli, a potential reservoir of resistance genes, during prolonged exposure to a fluoroquinolone
(FQ) after implantation of a local drug delivery system (LDDS) or systemic administration in a
swine model. Twenty-one pigs were randomly assigned to group M (5 mg/kg/day of
intramuscular enrofloxacin (EFX)), O (5 mg/kg/day of oral EFX) or L (surgical implantation of
seven peri-fémoral polymethyl-methacrylate implants, containing 65 mg of EFX, per 10 kg).
Blood samples were collected daily for determination of plasma EFX concentrations and its
metabolite ciprofloxacin (CFX) concentrations. Fecal samples were collected daily to determine
the E. coli counts and their antimicrobial susceptibility patterns as evaluated by antibiotic disk
diffusion tests. In all three groups, EFX administration significantly reduced the bacterial counts
after 2 days. The bactericidal period lasted significantly longer in group O (9.5+2.18 days) and
M (8+1.66 days) compared to L (4.57+0.72 days). Susceptibility to EFX, CFX and nalidixic acid
of recolonizing E. coli slightly decreased in L pigs but remained above the susceptibility
breakpoint. In contrast, FQ susceptibility of recolonizing E. coli in M and O pigs dramatically
dropped (p<0.0001). In addition, M and O exposhre to FQ significantly "decreased the
susceptibility of E. coli to ampicillin and trimethoprim-sulfamethoxazole. In conclusion, the use
of a dosing regimen that minimized the intestinal exposure of the fecal ﬂéra to the FQ also
minimized the selection of resistance in the fecal reservoir. This could represent another
advantage of LDDS usage compared to long-lasting systemic administration of FQ for the

treatment of chronic osteomyelitis.

Keywords: antibiotherapy, resistance, fluoroquinolone, enrofloxacin, oral, intramuscular, local

drug delivery system, osteomyelitis, swine.
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INTRODUCTION

0

L'antibiorésistance est un sujet d'actualité avec des implications trés importantes, tant au
niveau des milieux hospitaliers humains et vétérinaires que dans le doméine de l'agro-
alimentaire. Depuis leur commercialisation dans les années 1980, les fluoroquinolones (FQ) ont
rapidement acquis une importante popuiarité due a leurs caractéristiques pharmacocinétiques
favorables, et elles représentent actuellement 11.% de toutes les prescriptions d’antibiotiques en
médecine humaine [123]. Néanmoins, depuis quelques années, la communauté scientifique se
peﬁche sur les conséquences de I’utilisation des FQ en médecine humaine et vétérinaire en raison
de I’émergence rapide et importante de bactéries résistantes. Il a en effet été démontré que
administration excessive voire inappropriée d’antibiotiques avait un impact majeur sur la
sélection de bactéries résistantes au niveau de la flore pathogéne, mais également au niveau de la

flore commensale qui constitue un réservoir bien plus important [62, 96, 142, 143]. Cette
exposition bactérienne aux antibiotiques peut aussi étre exacerbée par les voies d’élimination
spécifiques de I’antibiotique. Des études ont ainsi mis en évidence une élimination significative
des FQ par les intestins, via les glycoprotéines P, en plus de leur métabolisme ciassique
hépatique et rénal [103, 106, 144]. Ceci augmenterait alors 1’exposition de la flore commensale

fécale.

Afin de limiter la progression de ces antibiorésistances émergentes en médecine humaine
ou vétérinaire, diverses mesures ont été prises pour, d’une part, réduire la consommation
d’antibiotiques et, d’autre part, rendre leur utilisation plus raisonnée. L’usage controversé
d’antibiotiques en prophylaxie et/ou comme promoteurs de croissance, notamment dans les
élevages porcins et aviaires, a ainsi été fortement restreint, voire interdit comme en Europe
depuis 2006. De nombreux organismes (Organisation Mondiale de la Santé, American Animal
Hospital Association, American College of Veterinary Internal Medecine, etc.) ont également
édité des recommandations pour un usage raisonné des antibiotiques en médecine des animaux
de compagnie [82, 121, 142]. Cependant, et de maniére étonnante, trés peu de données sont
disponibles actuellement concernant le potentiel de sélection de bactéries antibiorésistantes par

différents schémas thérapeutiques (voies d’administration), ce qui est une étape-clé pour un



2

usage rationnel des antibiotiques chez les animaux de compagnie, de consommation et chez
I'homme.

En médecine humaine comme dans le milieu vétérinaire, I’ostéomyélite post-traumatique
(OMPT) peut représenter un défi thérapeutique étant donné la faible pénétration des
antibiotiques systémiques au niveau des tissus dévascularisés et des biofilms présents au site
d’infection [60, 116]. Les conséquences d’un échec au traitement peuvent étre considérablement
débilitantes pour un patient..L’approche thérapeutique classique consistait en un débridement
chirurgical agressif, le retrait ou le remplacemént des implants sans diminuer la stabilité osseuse
[71, 72, 120] et une aﬁtibiothérapie systémique de longue durée [59, 72], avec des taux de succes
entre 80 et 90% [15, 72]. Pour améliorer ces taux de succéé, des systémes a libération locale
maitrisée (SLLM) ont été développés, permettant d’atteindre des concentrations d’antibiotiques
extrémement élevées au site d’infection, de maniére relativement soutenue dans le temps, tout en
minimisant les risques de toxicité systémique [51, 60, 116]. IIs sont également utilisés en mode
préventif, par exemple dans le traitement de fractures ouvertes. Etant donné un certain passage
dans le sang des antibiotiques libérés localement [4, 51, 116], il est possible que 1’exposition
systémique produite (sous la concentration minimale inhibitrice de nombreuses bactéries pendant
une longue période de temps) favorise la sélection de résistance bactérienne dans les flores
normales de I’hdte. Par contre, les taux sériques étant trés bas (10 & 100 fois inférieurs a la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de nombreuses bactéries), il est aussi possible
qu’aucun phénomene de résistance ne soit engendré [4, 51, 116]. Malgré le nombre grandissant
de rapports de' bactéries pathogénes résistantes suite. a D’utilisation de SLLM [108, 117, 127,
136], peu d’informations sont disponibles quant a leur role potentiel dans la sélection de

résistances au niveau de la flore commensale.

L’objectif de cette étude était de comparer le développement de résistances bactériennes au
niveau de la flore fécale, et plus particuliérement Escherichia coli, chez un modele porcin suite a
I’administration orale, intramusculaire et locale (par implantation d’un SLLM) d’enrofloxacine
(EFX). Les résultats de cette étude nous permettraient alors d’évaluer plus précisément le ratio

bénéfice/risque de chacune des trois voies d’administration d’antibiotiques.



Chapitre premier -

RECENSION DE LA LITTERATURE



1. L’ostéomyélite post-traumatique

Par définition, 1’ostéomyélite est une inflammation de I’0os (moelle osseuse, cortex et

éventuellement périoste) causée par un agent infectieux. De nombreuses classifications existent,

basées sur la durée d’évolution du processus (aigue/chronique), son étendue (diffuse/localisée),

son origine (hématogéne, par contiguité, post-traumatique). La classification établie par Cierny

et Mader en médecine humaine semble étre la plus compléte : elle prend en compte le type

anatomique d’ostéomyélite et la classe physiologique du patient et permet d’associer un

protocole thérapeutique a chaque stade (Tableau I) [71]. Les ostéomyélites de stade 3 et 4,

encore fréquemment regroupées sous le terme d’ostéomyélite post-traumatique (OMPT), sont

concernées par ce sujet de maitrise.

Tableau I : Systéme de classification des ostéomyélites selon Cierny et Mader.

Stade 1 Ostéomyélite médullaire

Stade 2 Ostéomyélite superficielle

Stade 3 Ostéomyélite localisée

Stade 4 Ostéomyélite diffuse

Type physiologique

Hote A ‘ Bon état de santé général
Bs : compromis systémique (malnutrition, insuffisance rénale ou
hépatique, diabéte sucré, hypoxie chronique, maladie auto-immune,
immunodépression ou déficience immunitaire, ge levé)

Hote B Bl : compromis local (lymphoedéme chronique, stase veineuse,
compromis de vaisseau sanguin majeur, artérite, cicatrisation extensive,
fibrose de radiation, neuropathie)

Bls : compromis systémique et local

Hote C Traitement pire que la maladie

(D’aprés [71]). -

1.1. Caractéristiques générales de I’ostéomyélite post-traumatique

L’OMPT correspond au type d’ostéomyélite le plus fréquemment rencontré en médecine

humaine et vétérinaire [126]. Elle survient classiquement & Ia suite d’un traumatisme osseux
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chirurgical ou accidentel (réductions ouvertes de fracture, fractures par balle ou suite & un
accident de la voie publique, morsures de I’avant-bras, mise en place de prothése totale de
hanche, etc.). Ceci est d’ailleurs corrélé a une atteinte majoritaire du squelette appendiculaire (90
% des OMPT) et a une prédisposition des maéles, les deux étant souvent impliqués dans des
fractures [18]. Contrairement a I’ostéomyélite hématogéne, ’'OMPT n’est pas une affection
systémique et le processus reste généralement localisé a (aux) 1’os traumatisé(s) [15]. Exception
faite des segments osseux distaux (métacarpes, métatarses et phalanges), I’OMPT implique dans

la majorité des cas un seu] os [18].
1.2. Pathophysiologie de I’ostéomyélite post-traumatique

1.2.1. Nature de Pagent infectieux

La grande majorité des ostéomyélites est d’origine bactérienne, méme si de rares cas
d’ostéomyélite virale ou mycosique ont été rapportés [59]. L’OMPT résulte dans la majorité des
cas d’une infection monobactérienne : un seul micro-organisme bactérien est en effet isolé dans
53 % des cas d’OMPT, deux organismes dans 31 % et trois dans 15 % des cas [15]. Les agents
principaux sont les Saphylococcus intermedius et Saphylococcus aureus, retrouvés dans 45 a 61
%Ades cas [15, 59, 71]. Les Streptococcus spp. et des bactéries a Gram négatif (Escherichia coli,
Pseudomonas spp., Proteus spp. et Klebsiella spp.) sont aussi rencontrées |15, 59]. Enfin, les
agents anaérobies facultatifs ou obligatoires (Actinomyces spp., Clostridium spp.,
Peptostreptococcus spp., Fusobacterium spp. et Bacteroides spp) sont rares lors d’infection
simple (un seul agent causal) mais sont présents dans pres de 70 % des OMPT polymicrobiennes
[59]. '

1.2.2. Facteurs de risque

La seule présence d’un agent bactérien n’est pas suffisante pour entrainer le développement

d’une OMPT. De 60 a 70 % des fractures ouvertes chez I’homme sont contaminées par des
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/

bactéries, alors qu’un pourcentage bien plus faible développe une infection [126]. Trois éléments
concomitants sont en fait nécessaires :

- Une plaie infectée : elle se définit comme une plaie contaminée par un agent bactérien
présent en nombre suffisant (> 10° CFU) et ayant bénéﬁcié d’un temps suffisant pour lui
permettre de se multiplier. Cette contamination est principalement due une mauvaise
technique opératoire et mdins fréquemment a une contamination environnementale
(fracture ouverte, etc..) [15,110]; |

- Un corps étranger (séquestre osseux, implant orthopédique) isolé des mécanismes de
défense de I’hote et de la diffusion des antibiotiques [15, 59, 71, 126] ;

- Un environnement favorable a la croissance bactérienne: la plupart des bactéries peuvent
subsister en présence d’un environnement non optimal mais nécessitent des conditions
favorables pouf se multiplier. Celles-ci peuvent étre représentées par la présence

d’hématomes, de tissus nécrosés ou fibrosés ou d’un foyer de fracture instable.

1.2.3. Pathogénie

Apres la contamination d’une plaie, les bactéries responsables d’une infection doivent
adhérer aux tissus de I’hdte pour proliférer. Ceci est rendu possible par l’eprsition du collagéne
et de fibronectine a la surface des tissus traumatisés car certaines bactéries (notamment S.
aureus) possédent des récepteurs a ces protéines [21, 126].

La présence de corps étrangers (implants orthopédiques, tissus mous et osseux
avasculaires) favorise également 1’adhésion des bactéries car ils sont rapidement recouverts
d’une matrice composée de protéines sériques, de fibronectine, de laminine et d’autres protéines.
Les bactériés adhérent  cette matrice et certaines d’entre elles, notamment les staphylocoques
ont la capacité a produire un limon composé d’exopolysaccharides, d’ions et d’autres nutriments,
I’ensemble formant un biofilm ou glycocalyx (Figure 1) [126]. Ce biofilm est composé de deux
populations : une planctonique qui est active en surface du biofilm et une sessile qui est ancrée
dans I’épaisseur du biofilm, a I’origine des infections chroniques [110]. La présence de ce
biofilm (1) protége les bactéries en les isolant du systtme immunitaire de 1’hdte et de la diffusion
des antibiotiques, (2) peut entrainer un ralentissement de leur métabolisme a 1’origine d’une
tolérance accrue vis-a-vis de I’action des antibiotiques, (3) permet le phénoméne de variation de

phase (groupe de mécanismes génétiques ou I’expression d’un géne varie rapidement de fagon



7

réversible de génération en génération), (4) favorise le développement de bactéries dites
« persisters » [8, 21, 67, 126]. L’impact du biofilm est tellement important que des -études
commencent a évoquer I’intérét d’établir, en laboratoire, les concentrations minimales

d’éradication dans le biofilm au lieu des CMI [50, 93].

Figure 1 : Formation d’un biofilm en surface d’un implant chirurgical.

Al
(A) adhérence bactérienne ; (B) dép6t du limon bactérien ; (C) Staphylococci visualisés dans un

biofilm au microscope électronique. (D’aprés [59,86]).

L’hote réagit a cette infection par une réponse inflammatoire aigue caractérisée par une
vasodilatation locale, un cedéme tissulaire, une diapédése des leucocytes (polynucléaires,
macrophages), etc. [126]. Aprés cette phase aigue, un phénoméne inflammatoire chronique
débute et méne a la formation d’une capsule et d’un abcés chronique qui inclue, le cas échéant,
“le(s) séquestre(s) infecté(s). L’accumulation progressive d’exsudat purulent entraine une
augmentation de pression locale et favorise la pénétration et la propagation de cet exsudat &

travers les canaux haversiens ou de Volkmann de la trame osseuse.

1.3. Diagnostic de I’ostéomyélite post-traumatique

Aucune méthode diagnostique n’est assez sensible pour permettre a elle seule d’identifier
une ostéomyélite. Le diagnostic est établi a partir de différentes données qui incluent

I’interprétation du clinicien.



1.3.1. Signes cliniques et imagerie médicale

Les signes cliniques varient en fonction du stade du processus, mais restent généralement
locaux, d’apparition lente : érythéme, gonflement des tissus mous persistant plusieurs semaines
aprés le traumatisme initial, douleur a la palpation, boiterie, atrophie, fibrose et contracture
musculaire. La présence de trajets fistulaires se refermant et se réactivant de maniére cyclique
suite a I’arrét du traitement est le signe clinique le plus fréquemment observé ou rapporté [15,
59]. Des signes systémiques tels que léthargie, fiévre, anorexie sont davantage caractéristiques

d’une OMPT en phase aigue.

La radiographie présente une sensibilité et une spécificité moyennes (62,5 et 57,1 %
respectivement) [14]. Les modifications radiographiques classiquement observées sont une lyse
osseuse, une réaction périostée plus ou moins spiculée et un gonflement des tissus mous. La
présence d’un séquestre (involucra) et d’os sain entourant le séquestre (involucrum) est
caractéristique mais rarement visualisée. Suite 4 une ostéosynthése, une non-union, un retard de
consolidation osseuse ou une lyse osseuse autour des implants orthopédiques (généralement, les
vis et les broches) peuvent également étre‘ des signes en faveur d’une OMPT. Les signes
radiographiques osseux reflétent néanmoins 1’état de 1’ostéomyélite avec un retard de 2 a 3
semaines [15]. Ils sont parfois difficiles a interpréter car ils peuvent mimer une guérison osseuse
normale [71]. Des radiographies de contrble peuvent alors étre réalisées & quelques semaines
d’intervalle afin de juger de I’évolution du pfocessus. Lorsqu’un trajet fistulaire est présent, une
fistulographie apporte souvent de précieuses informations pour la planification du débridement
chirurgical qui doit idéalement inclure I’excision de ce trajet. .

Le recours a4 des modalités d’imagerie alternative est ﬁécessaire lorsque le diagnostic
d’OMPT est incertain. La scintigraphie, notamment avec le méthyldiphosphonate de technétium
99m, bien que trés peu spécifique, peut s’avérer intéressante en confirmant la présence d’une
zone d’activité métabolique anormalement élevée [71]. La tomodensitométrie peut permettre de
visualiser la présence de séquestres et de foyers plus denses/intenses au niveau de la moelle
osseuse, qui correspondent a un signe précoce d’ostéomyélite. La tomodensitométrie est
également intéressante dans la détermination de 1’extension du processus aux tissus adjacents et

la planification préopératoire dans les cas difficile [71]. Enfin, 1'imagerie’ par résonance
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magnétique (IRM) s’est avérée une modalité diagnostique trés utile en médecine humaine. Sa
résolution spatiale permet une évaluation précise de I’extension du processus infection ainsi que
la distinction entre une ostéomyélite et une infection des tissus mous environnants (cellulite)
[71]. L’apparence typique d’une OMPT est une zone localisée de moélle anormale avec une

hypo-intensité en T1 et une hyper-intensité en T2.

1.3.2. Bactériologie et histopathologie

La culture bactérienne est la technique la plus sensible, la rendant indispensable pour
diagnostiquer et traiter une ostéomyélite [15,59]. L’administration d’antibiotiques doit étre
arrétée pendant les 24 a 48 heures précédant le prélévement [71]. Celui-ci est réalisé au niveau
du site d’ostéomyélite, les zones plus superficielles (trajets fistulaires) étant fréquemment
contaminées par des organismes opportunistes [21]. Des tissus nécrotiques, séquestres ou le
matériel retiré forment d’excellents €chantillons. Les prélévements doivent étre trait€s de
maniére adéquate (milieux aérobie, anaérobie et bouillon d’enrichissement). Un antibiogramme
est ensuite réalisé. _

L’histopathologie (identification de bactéries au niveau de 1’os ou de la cavité médullaire)
est une technique trés spécifique (86,3 %) mais peu utilisée car invasive et peu sensible (33,3 %,
donc risque élevé de faux négatifs) [14]. Des prélevements peuvent néanmoins étre facilement

réalisés lors du débridement chirurgical (séquestre, tissu nécrotique, etc.‘) et alors étre analysés.

1.4. Prévention de I’ostéomyélite post-traumatique

Le traitement d’une ostéomyélite peut s’avérer extrémement difficile, long, colteux et
d’issue incertaine. L’accent doit donc étre mis sur la prévention de cette affection. L’objectif est
d’éviter ’occurrence des trois facteurs de risque mentionnés précédemment. La contamination
d’une plaie et la création d’un milieu favorable au développement bactérien entrent en jeu lors
d’une intervention chirurgicale ou en présence d’une plaie. Une gestion de plaie rigoureuse et
une technique chirurgicale éprouvée sont nécessaires. Elles incluent : (1) une asepsie rigoureuse,
(2) une antibio-prophylaxie adéquate, (3) des incisions nettes, (4) une hémostase soignée, (4) une

manipulation des tissus précautionneuse et la plus atraumatique possible, (5) le retrait des corps
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étrangers, des tissus fibrosés et nécrosés, (6) des décisions per-opératoires judicieuses (retirer un
fragment osseux dévascularisé pour éviter tout risque d’infection ou le garder afin de stabiliser la
réparation osseuse), (7) une stabilisation ferme des segments osseux impliqués et (8) une
fermeture anatomique en limitant les espaces morts. La mise en place de systéme a libération
locale maitrisée (SLLM) d’antibiotique présente une efficacité prophylactique prouvée [58, 124,
137]. Elle peut étre une excellente option lors de situations a risque (ex : fracture ouverte de type

IT ou III) ou lorsque la survenue d’une infection serait catastrophique (ex : prothese totale de
hanche) [58, 124, 137]. ’

1.5. Traitement de I’ostéomyélite post-traumatique

Le but est d’améliorer I’environnement du site infecté pour augmenter son exposition au

systéme immunitaire et aux antibiotiques administrés. Il comprend deux volets indissociables.

1.5.1. Aspect chirurgical

La premiére étape consiste en un débridement agressif qui doit étre réalisé én apportant
un soin particulier a la technique opératoire. La qualité du débridement est en effet le facteur le
plus important dans le traitement de ’'OMPT [71, 72, 120]. Tous les tissus mous et osseux
nécrosés ou fibrosés, le matériel purulent, les fistules et les séquestres doivent étre retirés. La
viabilité du tissu osseux peut étre évaluée subjectivement par la présence de saignements
ponctiformes, appelé signe du paprika. Une exploration complete de la plaie et des prélevements
pour culture bactérienne doivent étre réalisés, pendant ou apres le débridement. L’antibiothérapie
systémique peut alors étre initiée. Le site chirurgical est ensuite abondamment rincé (1 2 5 L de’

' soluté) a 1’aide de saline physiologique ou d’une solution a 0,05 % de chlorhexidine tiede, sous
faible pression. Lorsque le débridement entraine une perte de plus de 30 % du volume cortical
original, une stabilisation osseuse, généralement a [’aide d’une fixation externe, est
recommandée afin d’éviter d’éventuelles fractures iatrogéniques [120]. Une greffe d’os
spongieux peut étre déposée au niveau du déficit osseux pour accélérer la guérison. Lorsqu’uné
fracture est impliquée dans le processus d’ostéomyélite, sa stabilité doit étre vérifiée et

fréquemment réévaluée. Si les implants sont stables, ils peuvent étre laissés en place : une
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fracture peut en effet guérir en présence d’une infection si la condition de stabilité est remplie
[15]. Néanmoins, les implants permettant la persistance des agents infectieux, une ablation du
matériel d’ostéosynthése (AMO) est a prévoir aprés guérison osseuse complete [21, 110]. Si la
fracture et/ou les implants sont instables, une AMO doit étre réalisée et la fracture stabilisée a
nouveaﬁ de maniére adéquate (fixation externe linéaire, circulaire ou hybride). L’instabilité du
foyer de fracture entraine en effet des micromouvements continuels qui entravent la
revascularisation de I’extrémité des abouts osseux et créé un envirohnement favorable a la
persistance de 1’ostéomyélite [126]. Dans la mesure du possible, le site opératoire sera refermé
par premiere intention, éventuellement a I’aide de lambeaux ou de greffes myo-cutanées, afin de
permettre un recouvrement du site et d’améliorer sa vascularisation. Lorsque cela est irréalisable,
la plaie chirurgicale est laissée ouverte et une cicatrisation par seconde intention est favorisée a

’aide de pansements adaptés.

1.5.2. Aspect médical

Le traitement médical consiste en une antibiothérapie systémique ciblée et soutenue. Elle
ne peut en aucun cas se substituer au débridement chirurgical, sous peine d’échec ou de récidives
fréquentes. Le choix de I’antibiotique est principalement dicté par la sensibilité de la ou des
bactérie(s) impliquée(s), déterminé par les résultats des cultures bactériennes et de
l;antibiogramme. Avant d’obtenir les résultats ou si ceux-ci s’avérent négatifs, un antibiotiqﬁe
est choisi de fagon empirique en se basant sur les micro-organismes les plus fréquemment
rencontrés. L’antibiotique utilisé doit également présenter une bonne diffusion au travers des
tissus osseux sains et infectés, étre bactéricide, présenter peu ou pas d’effets secondaires et étre
facile 2 administrer. Pour ces raisons, les pénicillines, les céphalosporines, les aminoglycosides,
les FQ et parfois les tétracyclines sont les principales molécules utilisées [72]. En effet, ces
antibiotiques présentent une trés bonne pénétration osseuse [59]. Une durée de traitement

minimale de 4 a 6 semaines est recommandée [59, 72, 105].

Malgré une approche conventionnelle rigoureuse, le taux de réussite varie de 80 a 90 %
avec I’observation de nombreux cas de récidives et de cas réfractaires a un traitement classique
[15, 59, 71, 120]. De plus, le caractére prolongé du traitement antibiotique systémique de

I’OMPT pose le probléme de la sélection de souches bactériennes résistantes.
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2. Fluoroquinolones et antibiorésistance

2.1. Rappels pharmacologiques

2.1.1. Propriétés physicochimiques

Les FQ sont des composés totalement synthétiques. La premiére quinolone
commercialisée fut I’acide nalidixique dans les années 1960. Des modifications de sa structure
permirent d’augmenter son spectre d’activité, a I’origine de quatre générations de FQ.

Les FQ sont amphotériques car elles présentent deux groupes ionisables : un groupe acide

(acide carboxylique) et un groupe basique (amine tertiaire) (Figure 2) [77].

Figure 2 : Structure chimique des principales fluoroquinolones utilisées en médecine vétérinaire.
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Les groupements ionisables sont en bleu (amine tertiaire) ou rouge (acide carboxylique).

Leurs valeurs de pKa varie entre 5,2 et 9,3 [35, 77]. Lorsque la valeur de pH du milieu est
inférieure au pKal, les FQ ont une charge nette positive. Cette valeur inférieure de pKa
détermine la fourchette de pH du milieu dans lequel les FQ sont solubles dans 1’eau. Malgré
quelques exceptions, les FQ sont ainsi faiblement solubles dans I’eau a pH entre 6 et 8. A pH
entre pKal et pKa2, les FQ ont une charge nette neutre (zwitterion). Elles peuvent alors diffuser

librement au travers des membranes biologiques mais sont trés peu solubles dans les liquides
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aqueux. A pH supérieur au pKa2, les FQ présentent une charge nette négative. Ainsi, I’'EFX
présente une solubilité maximale dans I’eau a un pH de 5,02 et une solubilité aqueuse faible a pH
entre 6 et 8. Cependant, C’est & D'intérieur de cette fourcheatte que I’EFX présente sa solubilité
lipidique et donc une facilité de diffusion au travers des membranes biologiques (dont celles
bactériennes) maximales. Le point isoélectrique de la plupart des FQ se situe entre des valeurs de
pH de 6,4 et 7,5 [94]. Cet élément explique la richesse du « zwitterion » au pH intestinal et la
formation de complexes peu solubles avec des cations divalents (Ca?*, Mg?*, Cu?*, Zn**) a des
valeurs de pH s’approchant de la neutralité (le groupement azoté devient non-ionisé et le
groupement carboxylique s’ionise, ce qui lui permet d’établir des liens de coordination avec les
cations, a I’aide du groupement carbonyle situé sur le carbone B).

Le transfert maximal de ’EFX d’une phase aqueuse a lipidique (coefficient de partage
octanol-eau) intervient a un pH de 7. Le degré de lipophilie des différentes FQ varie de faible
(CFX, enoxacine, etc.) a élevé (pefloxacine, ofloxacine, etc.) [33]. La solubilité intrinseque de
EFX et de la ciprofloxacine (CFX) est respectivement de 0.416 mg/mL et 0.132 mg/mL [38].
Le coefficient de partage de I’EFX et de la CFX est respectivement de 2.37 et 0.035 [38]. Le
poids moléculaire de I’EFX et de la CFX est respectivement de 360,15 et 331,35 kD [38].

2.1.2. Pharmacocinétique

Les caractéristiques pharmacocinétiques varient de maniére importante selon la FQ
impliquée et 1’espéce animale concernée [77]. Les FQ présentent une absorption, par voie
entérale ou parentérale, de plus de 80 % [35, 128, 135]. Cette particularité a notamment permis
le traitement per os d’affections requérant habituellement une thérapie parentérale prolongée.
L’absorption est peu affectée par I’administration concomitante d’un repas mais s’avére réduite
en présence de cations multivalents chélatant le groupe céto-énol (Ca®*, AP, Mg”, etc.
fréquemment retrouvés dans les anti-acides et les produits laitiers) [35, 128]. Le pic plasmatique
est atteint en 1 a 2 heures aprés administration [128, 135]. Les FQ sont liées de maniére variable
aux protéines plasmatiques (10 a 60 %) et leur demi-vie plasmatique est moyenne (4 a 10 heures)
[128, 135]. Elles présentent un large volume de distribution (plus de 1,5 L/kg) et une tres bonne
pénétration dans les tissus et le cytoplasme cellulaire [128, 135]. Les concentrations dans les
tissus rénal, hépatique, génital et trachéobronchique sont, par exemple, trois a cinq fois celles

sériques [35, 135]. Les FQ diffusent également trés largement dans la peau et les os.
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La voie d’élimination principale des FQ peut étre rénale, par sécrétion tubulaire et
filtration glomérulaire et/ou via le métabolisme hépatique [35, 77, 135]. L’administration
concomitante de probénécide, qui est un inhibiteur des transporteurs d’anions organiques,
diminue d’ailleurs la clairance rénale des FQ [77, 135]. Les voies métaboliques des FQ incluent
la glucuronidation (grepafloxacine, sparfloxacine, moxifloxacine, étc.), et la N-oxidation et la
déméthylation (levofloxacine et sparfloxacine). Le métabolite principal de I’EFX est la CFX.
Généralement, leur métabolisme implique certaines isoenzymes du complexe cytochrome P-
450 [77]. D’autres voies d’élimination ont également €té rapportées : excrétion biliaire mise en
évidence chez I’homme et le chien [77], excrétion sudorifique mise en évidence chez I’homme et
le porc [52] et excrétion intestinale transépithéliale mise en évidence chez le rat et le lapin (1 a
19 %) [103, 106]. De récentes études ont en effet démontré le rdle des glycoprotéines P au-
niveau des cellules Caco-2 dans la sécrétion active du sang a la lumicre intestinale par des
transporteurs pour plusieurs FQ [83, 144]. Il a également été mis en évidence ’implication de
transporteurs anion- sensible [77, 83]. Ces mécanismes seraient a 1’origine, d’une part, de
I’élimination des FQ présentes ‘au niveau sanguin et d’autre part, d’un effet de barriére a
I’absorption des FQ présentes au niveau intestinal diminuant ainsi leur biodisponibilité lors
d’administration orale. Par exemple, lors d’administration intraveineuse de grepafloxacine ou de
levofloxacine, I’administration simultanée de cyclosporine A, un inhibiteur des glycoprotéines P,
a entrainé une diminution significative de 60 et 63% de la clairance et du volume de distribution,
respectivement, comparativement‘ aux valeurs témoins (analyse par modele compartimental).
Lors d’administration intra-intestinale de ces FQ, la clairance systémique était diminuée de 33%
et la biodisponibilité orale était augmentée de 95% lors d’administration de cyclosporine A
comparativement aux valeurs témoins [144]. De plus, €tant donné leur métabolisme hépatique
impliquant le cytochrome P450, les FQ peuvent diminuer 1’élimination hépatique de certaines
drogues tel que la théophylline, les barbituriques, le chloramphénicol, le rifampin et les

antibiotiques ionophores entrainant de potentiels surdosages [33, 77, 135].

2.1.3. Pharmacodynamie

Les FQ présentent une action bactéricide « concentration dépendante ». Les courbes de

survie montrent en effet que, lorsque la concentration en FQ est proche de la.CMI de la bactérie
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(ratio 1:1), un effet bactériostatique est observé. Quand la concentration en FQ augmente par
rapport a la CMI, 'effet bactéricide augmente également jusqu’a une certaine concentration,
appelée concentration bactéricide optimale (ratio 10 :1). Au-dela de cette concentration (ratio
15:1 2 20:1), I'effet bactéricide atteint un plateau et peut méme diminuer (ratio supérieur a
20:1) [35, 77, 135]. Les FQ sont également caractérisées par un effet post-antibiotique (temps
nécessaire a une population bactérienne pour redémarrer sa croissance aprés avoir été exposée a
un antibiotique) modéré a important (1,5 a 3 heures) [26, 128, 135].

Des mod¢les expérimentaux sur animaux et des observations cliniques chez I’homme ont
démontré¢ que les valeurs de ’aire sous la courbe (AUC) (qui dépend de la dose, de la
biodisponibilité et de la clairance) et de Cmax sont les principaux indicateurs d’efficacité. Ainsi,
des études ont démontré qu’un rapport Cmax/CMI supérieur a 10-12 permettait d’accroitre
I’efficacité bactéricide des FQ vis-a-vis des bactéries ayant une CMI élevée et ainsi prévenir la
sélection de bactéries résistantes [77, 135]. De méme, un rapport AUC,4/CMI supérieur a 25-35
permet une éradication lors d’infection par Strepfococcus pneumoniae, alors que ce rapport
devra étre supérieur 4 100 pour une efficacité optimale contre les bacilles 2 Gram négatif,
réduisant ainsi les risques d’antibiorésistance [77, 128, 135].

Une vision globale du développement de résistances aux FQ au niveau de toute la
population bactérienne fait intervenir les concepts de concentration de prévention des mutants
(CPM) et de fenétre de sélection des mutants (FSM). La CPM est définie comme la plus faible
concentration en antibiotique permettant de prévenir la croissance de toute colonie de bactéries
résistantes a partir de 10'® CFU [34]. Durant les derniéres années, ellé a ainsi été déterminée
expérimentalement pour plusieurs associations de bactéries et d’antibiotiques.
Expérimentalement, la courbe représentant le nombre de CFU restantes en fonction de la
concentration en FQ présente un profil particulier (Figure 3): la premiére pente négative
(intervenant autour de la CMI pour 99 % des cellules présentes) est attribuée a I’inhibition de
croissance des bactéries de phénotype sauvage. Puis, un plateau, correspondant a la FSM,
intervient au niveau duquel le nombre de CFU reste constant malgré 1’augmentation des
concentrations en FQ. Il est di a la présence de mutants résistants (résistance due a une premiére
étape de mutation ou d’acquisition de génes exogénes de résistance). La fourchette de
concentration en FQ et la quantité correspondante de CFU présentes dépendent de la nature de
’antibiotique, du type de bactérie, du nombre d’enzymes cibles et dé leur sensibilité vis-a-vis de

’antibiotique [34, 148, 149]. La seconde pente intervient lorsque la concentration en FQ est
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suffisante pour bloquer la croissance de ces mutants, déterminant ainsi la valeur de la CPM. Au-
dela de cette concentration, deux mutations (ou acquisition de génes exogénes de résistance)
transférant a la bactérie un degré de résistance trés élevé sont nécessaires a la survie de la
souche bactérienne, événement dont la.fréquence est négligeable [34, 148, 149].

En rapportant ces données sur la courbe pharmacocinétique des FQ, la concentration de
celles-ci se retrouve la majorité du temps dans la fenétre de sélection et enrichie donc le milieu
en souches résistantes (Figure 3). Au niveau d’un héte immunocompétent, les défenses
immunitaires éliminent en général ces mutants, notamment lorsque les bactéries sensibles sont
bloquées par I’antibiotique. Toutefois, a I’échelle d’une population, ce phénomene présente de
nombreuses conséquences cliniques, comme le développement d’infections chez des sujets

immunodéprimés et I’enrichissement des « réservoirs » [148].

Figure 3 : Effet des concentrations en fluoroquinolone sur la sélection de souches résistantes de
Mycobacterium bovis BCG et schématisation pharmacocinétique de la fenétre de sélection des
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(D’apres [34, 148])

Trois approche's sont ainsi possibles pour contrer le développement de souches
résistantes. Tout d’abord, une indication clinique serait logiquement que les concentrations
sériques ou tissulaires de 1’antibiotique administré au niveau du site d’infection soient éituées
dans la fenétre de sélection le moins de temps possible. Il serait donc intéressant d’avoir des
composés qui atteignent rapidement, en début de traitement, des concentrations supérieures a la

CPM, s’y maintiennent durant toute la durée de traitement et chute rapidement sous la CMI en
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fin de traitement. Cette situation est malheureusement rarement rencontrée, notamment a cause
du fait que les posologies sont établies afin de dépasser la CMI et non la CPM [148]. Une autre
approche est de favoriser I’utilisation et le développement de molécules présentant une fenétre
de sélection de mutants (soit un index de sélectibn CPM / CMI) la plus étroite. Cet index est
néanmoins trés spécifique et doit étre établi pour chaque combinaison antibiotique - bactérie.
Enfin, pour les molécules dont la CPM est trop élevée, il est possible de recourir a une poly-
thérapie en associant deux antibiotiques ou plus de maniére a avoir une concentration de chacun

au-dela de sa CMI et ainsi se retrouver plus facilement hors de-la FSM « jumelée » [148].

2.1.4. Mode d’action et spectre d’activité

Les FQ ont une action bactéricide qui dépend essentiellement de 1’agencement carbonyl-

carboxylique, du fluor sur C6 et des substitutions sur C7 (Figure 4).

Figure 4 : Activité antibactérienne des fluoroquinolones en relation avec leur structure

moléculaire.
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Les FQ agissent au niveau de deux enzymes bactériennes, I’ADN-gyrase et la
topoisomérase IV. Ce sont des enzymes tétramériques, composées de deux fois deux sous unités,
respectivement GyrA/GyrB et ParC/ParE, codées par les genes gyrd/gyrB et parC/parE. Elles
font partie des topoisomérases de type 2 qui interviennent dans la réplication de I’ADN : I’ADN-
gyrase catalyse les modifications dans le degré de superenroulément de ’ADN double-brin -et la
topoisomérase IV a un rdle dans la relaxation de ’ADN duplex et la séparation des
chromosomes fils aprés la réplication [77]. Les FQ agissent en stabilisant de maniére irréversible
le complexe enzyme-ADN. Ceci empéche la progression des complexes de réplication et de
transcription entrainant alors la fragmentation du chromosome et la mort de la bactérie [3, 55,
77, 135]. La cible principale semble étre I’ADN-gyrase pour les bactéries 8 Gram négatif et la
topoisomérase IV pour les bactéries a Gram positif [55].

Les FQ ont un large spectre d’action : elles sont trés efficaces contre les bactéries a Gram
négatif, notamment les Entérobactéries (Escherichia coli, Klebsiella spp., Shigella spp., etc.) et
les agents intracellulaires (Brucella spp., Chlamydia spp.). Elles présentent également une bonne
activité contre les staphylocoques, dont ceux résistants a la méthicilline, mais ont une activité
variable a faible contre les streptocoques. Leur efficacité est nulle contre les bactéries anaérobies
sauf pour la derniére génération de FQ comma la trovafloxacine, la gatifloxacine, la

moxifloxacine, la gemifloxacine et la sitafloxacine [3, 35, 77, 135].

2.1.5. Indications cliniques chez les animaux de compagnie et effets

indésirables

Les FQ sont indiquées pour le traitement des infections de I’appareil uro-génital et
respiratoire, les infections cutanées et osseuses et les gastroentérites bactériennes séveres [3, 35].
Elles se sont également révélées tres efficaces dans le traitement d’infections sévéres chroniques
dues a des bactéries a Gram négatif multi-résistantes. De par leurs qualités pharmacologiques
(possibilité de traitement entérale efficace, spectre d’action large, trés bonne diffusion tissulairé,
peu d’effet secondaires), les FQ se sont avérées trés intéressantes dans le traitement des
infections osseuses, devenant méme, seules ou en association, le traitement de choix des OMPT
[66, 105]. Malheureusement, leur utilisation croissante a entrainé une augmentation du nombre
de souches bactériennes résistantes [9, 36]. Ces  observations ont été faites aussi bien en

médecine vétérinaire (animaux de compagnie et de rente) qu’en médecine humaine.
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Les FQ sont caractérisées par une trés bonne marge de sécurité et une faible toxicité
[135]. Les principaux effets secondaires rapportés chez I’homme et les animaux
concernent I’appareil digestif (nausée, vomissement, douleur abdominale et diarrhée), le systéme
nerveux central (convulsions, maux de téte, vertige, fatigue, baisse de vigilance, etc.) et le
cartilage des jeunes patients (érosions irréversibles des cartilages articulaires et de croissance) [3,
33, 35, 135]. Des effets secondaires sur la peau (photosensibilisation), I’activité
cardiaque (hypotension et bradycardie suite & une injection IV, augmentation de I’intervalle QT)
et les tendons (tendinite, rupture) sbnt également rapportés ou observés expérimentalement [33,
135] (Figure 5). La possibilité de traitement entérale et la présence d’une élimination intestinale
des FQ par les glycoprotéines P entrainent également des effets sur la flore intestinale du patient.
Ces effets sont doubles : une éradication réversible des souc\hes sensibles (entérobactéries)
diminuant ainsi leur effet de barriére @ ’encontre de nouveaux pathogénes et une sélection
associée a une prolifération des souches résistantes [125, 138]. Enfin, étant donné un effet
synergique potentiel sur la repolarisation cardiaque, les FQ ne devraient pas étre administrées
avec des médicaments prolongeant I’intervalle Q-T comme I’érythromycine, le disopyramide et

les anti-dépresseurs (amitriptyline) [77].

Figure 5 : Effets secondaires des fluoroquinolones en relation avec leur structure moléculaire.
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2.2. Mécanismes d’antibiorésistance

2.2.1. Mutations

L’émergence d’une résistance a un antibiotique peut découler de mutations au niveau de
certains génes. Une mutation est un processus normal qui se produit sporadiquement lors de la
réplication bactérienne. Ces mutations peuvent induire une résistance par deux catégories de
mécanismes :

- des mécanismes pharmacocinétiques, en diminuant le niveau d’exposition de la cible a
I’antibiotique : cette catégorie comprend l’imperméabilité, l'efflux et Ila
biotransformation (par exemple, la production d’enzymes inactivant ou modifiant
I’antibiotique (ex : B-lactamases)) ; |

- des mécanismes pharmacodynamiques, en diminuant Dintensit¢ de Deffet de
I’antibiotique sur sa cible : cette catégorie éomprend ’altération des cibles et les voies
métaboliques de remplacement [29]. '

Dans le cas des FQ, les mécanismes de modification des cibles, d’imperméabilité et d’efflux

ont été mis en évidence.

Les principales mutations interviennent au niveau de gyrd4 ou parC dans une zone
appelée région déterminant la résistance aux quinolones (QRDR) [54, 98]. La résistance induite
par les mutations serait due a la modification de conformation de GyrA ou ParC et donc du
complexe enzyme-ADN, au niveau duquel les FQ ne pourraient alors plus interagir (Figure 4).
Les principales mutations de gyr4 interviennent au niveau de Ser83 et de Asp87, méme si
d’autres sites ont également été décrits (Annexe 1) [54,98,118]. Les mutations de parC les plus
fréquentes sont au niveau de Ser80 et Glu84 (Annexe 1) [54]. Les nombreuses mutations
possibles de gyr4 et parC sont ainsi a I’origine de nombreux phénotypes, dont la résistance aux
FQ est variable : par exemple, pour la ciproﬂoxacine, la CMI des souches mutantes peut varier
entre 0.05 et 64 pg/mL [2]. Des mutations au niveau de gyrB/parE ont également été décrites
mais sont de moindre fréquence et importance (Annexe 1) [118]. Récemment, un autre
mécanisme de résistance a été décrit chez les entérobactéries par I’acquisition du géne gnr

plasmidique codant pour une protéine protegeant I’ ADN-gyrase de I’action des FQ [19, 77, 145].
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L’établissement d’une résistance aux FQ se fait normalement par €tapes, suite a une série
de mutations. Chaque étape diminue la sensibilité de la bactérie pour aboutir, aprés un nombre
variable d’étapes, a une résistance compléte. Ces mutations interviennent d’abord au niveau du
site codant pour ’enzyme cible primaire, puis au niveau du site codant pour I’enzyme cible
secondaire et ainsi de suite. L’ADN-gyrase a été déterminée comme cible primaire chez E. coli
et toutes les bactéries & Gram négatif alors que c’est la topoisomérase IV pour S. aureus et les

bactéries a Gram positif [54].

Afin d’atteindre les enzymes cibles présentes dans le cytoplasme, les FQ doivent
traverser la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique des bactéries a Gram positif, plus la
membrane externe des bactéries a Gram négatif. Les bactéries résistantes parviennent a réduire la
quantité d’antibiotique i;ltracellulaire en limitant son entrée par les porines (bactéries a Gram
négatif) ou en augmentant son €limination par les pompes a efflux (bactéries a Gram négatif et a
Gram positif).

Concernant les porines des bactéries 4 Gram négatif, des mutations du régulon marRAB
ont été observées chez des souches d’Escherichia coli résistantes a de nombreux antibiotiques.
Ces mutations seraient & 1’origine d’un nombre moindre de porines et donc une diminution de
I’entrée des FQ dans la bactérie [54, 118]. Les systémes de pompes les plus étudiés ont été NorA
de S. Aureus et Bmr et Blt de Bacillus subtilis chez les bactéries a Gram positif et les pompes a
efflux AcrAB-TolC d’E. coli et mexAB-oprM, mexCD-oprJ et mexEF-oprN de Pseudomonas
aeruginosa chez les bactéries a Gram négatif (Annexe 2) [54, 98]. Les FQ apparaissent comme
des substrats « accidentels » de ces pompes. Des mutations spécifiques au niveau des génes
régulant leur expression ou codant pour leur synthése augmenteraient donc la quantité de
pompes au niveau de la membrane cytoplasmique et permettrait de réduire la quantité de FQ
présente dans la cellule. Ceci contribuerait ainsi a I’apparition de résistances de faible niveau.

Il a été démontré que pour arriver & une souche bactérienne hautement résistante, de
multiples mutations sur plusieurs génes, notamment gyrA, parC et ceux intervenant dans les
systemes d’efflux et les porines, étaient nécessaires [98]. 1l a été démontré que les mutations
augmentant I’activité¢ d’efflux intervenaient dans la prefniére étape, permettant aux bactéries de

survivre et de présenter des mutations au niveau des génes codant pour les enzymes cibles [97].
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2.2.2. Sélection d’un géne de résistance bactérienne

L’exposition ultérieure de cette souche résistante a une FQ va alors avoir un effet de
sélection, dépendant du niveau d’expoéition atteint, et accroitre considérablement la proportion
de souches résistantes et donc le nombre de copies du géne de résistance au sein d’un
écosystéme. L’intensité de cette sélection dépend de deux facteurs principaux :

- les caractéristiques de I’espéce bactérienne : plus la taille de la population bactérienne sera
importante et sa croissance rapide, plus la pression de sélection aura d’effet [142].

- les caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de I’antibiotique [2, 123].
Des résistances apparaitront plus facilement avec des antibiotiques moins actifs et chez des
souches ayant une sensibilité intrinséque faible, telles que les FQ chez P. aeruginosa et S.
aureus, étant donné qu’un plus petit nombre de mutations sera nécessaire [9, 123]. De méme,
des concentrations d’antibiotique se situant dans la FSM seront a 1’origine d’une pression de
sélection accrue [34, 148, 149].

Etonnamment trés peu de données sont disponibles actuellement concernant le potentiel de
sélection de bactéries antibiorésistantes par différents schémas thérapeutiques (voies
d’administration). A notre connaissance, une seule étude réalisée sur des porcs a rapportée la
sélection de résistances chez des souches de Salmonella Typhimurium « inoculées » et chez E.
coli lors d’administration d’enrofloxacine (EFX) pendant trois jours consécutifs par voie orale ou
IM. Aprés un jour de traitement, les comptes bactériens avaient chuté de 105-10" a 10%-10°
CFU/g. La population initiale de coliformes était alors totalement remplacée par une population
résistante 4 I’EFX en quantité équivalente aux comptes initiaux en un jour supplémentaire lors
d’administration IM et en deux jours lors d’administration orale. La prédominance d’une
population de coliformes résistants avait persist¢ pendant 10 jours puis avait décliné
progressivement. La sélection de résistance parmi Salmonella était quant a elle réduite lors
d’administration par voie IM comparativement a la voie orale et lorsque la dose administrée

augmentait (de 2,5 a 7,5 ou 15 mg/kg) [139].

2.2.3. Dissémination du géne de résistance

La transmission de ce caractére de résistance peut se faire, au niveau cellulaire, selon

deux modalités : « verticalement » aux cellules filles issues de la réplication bactérienne ou
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« horizontalement » a d’autres bactéries par le transfert de plasmides, récemment mis en
évidence [19, 145], ou d’autres déterminants génétiques (transposons, intégrons). La
transmission de I’ADN chromosomal va permettre une dissémination du géne de résistance aux
autres bactéries de la méme espéce, présentes au niveau de la méme niche écologique. Par
contre, I’ADN plasmidique peut étre transmis a d’autres espéces bactériennes et ainsi permettre
I’émergence du géne de résistance dans de nouvelles niches (Figure 6) [91].

Grace a cette capacité des bactéries de transférer aisément leur matériel génétique, il est
possible que des antibiorésistances émergent chez des populations n’ayant jamais été exposées a
un antibiotique [82]. Une contamination par des bactéries résistantes peut ainsi se faire par
ingestion d’aliments et d’eau contaminés, par contact entre personnes ou par contact entre une
personne et un animal [111]. La présence du géne de résistance chez de nombreuses espéces
bactériennes et au niveau de nombreuses niches écologiques permettrait sa persistance dans
I’environnement, méme si ce géne est rare et n’est pas sélectionné. La sélection de souches ayant
acquis leur résistance par plasmide est également un facteur de persistance. En effet, ces
plasmides peuvent comporter des génes codant pour une résistance a plusieurs antibiotiques ou
autres substances (mercure et autres métaux lourds, rayons UV, etc.) et l’exposition a un seul de
ces agents permet de perpétuer v‘la sélection et la prolifération du géne de résistance

correspondant, et avec lui, des autres genes de résistance [64, 65].

Figure 6 : Diagramme exposant les échanges connus de géne de résistance aux antibiotiques

entre bactéries dans la nature.
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Une des questions principales est de savoir si une réversion, compléte ou partielle, de
I’antibiorésistance est possible, et combien de temps elle nécessiterait. En théorie, I’arrét de
I’exposition des souches résistantes a un antibiotique devrait supprimer ’avantage sélectif de

" cette population. La prévalence de ces résistances devrait alors se stabiliser, voire diminuer,



24

étant donné que d’autres mutations « dilueraient » ce caractére devenu inutile [82]. Cependant,
malgré la restriction voire un arrét hypothétique d’utilisation des antibiotiques, les modéles
mathématiques développés concluent que les taux de résistance ne diminueraient que tres
lentement, sans atteindre le niveau originel, notamment a cause du transfert plasmidique et

’existence de « réservoirs» [64, 65].

2.2.4, Notion de « réservoir »

Un «réservoir » correspond a une population bactérienne située dans une niche
écologique propice a la persistance du géne de résistance, voire a 1’émergence de nouvelles
mutations. En effet, bien qu’un traitement antibiotique soit généralement dirigé contre une
bactérie pathogéne spécifique, les bactéries commensales (du tube digestif, du nasopharynx et
de la peau, etc.) sont également exposées a une administration systémique ou locale [58, 113].
Une attention accrue a été portée a la flore fécale des individus sains comme réservoir et source
de géne de résistance, notamment dans les pays en voie de développement [123]. Toutes les
études réalisées sur E. coli, constituant universel de la flore fécale, ont démontré que le
traitement antibiotique était associé & une augmentation de la prévalence de souches résistantes
a antibiotique .regu [114, 139]. Ces études mettent en évidence le fait que la flore bactérienne
fécale constitue un réservoir majeur intervenant dans les échanges de souches résisfantes.
Malgré un nombre bien moindre d’études concernant les autres flores commensales

(nasopharynx, peau, etc.), il semble évident que celles-ci puissent jouer le méme role.

2.3. Observations cliniques

2.3.1. Chez les humains

La plupart des cas de résistance aux FQ concernent Staphylococcus (notamment S.
aureus, résistant a la méthicilline ou non), Streptococcus (notamment S. preumoniae),
Enterococcus (notamment E. faecalis), Neisseria gonorrhoeae, E. coli, Campylobacter jejuni et
d’autres entéropathogeénes et Pseudomonas aeruginosa [9, 36]. Aux Etats-Unis, le nombre de

bactéries a Gram négatif résistantes a la CFX isolées chez des patients en soins intensifs a
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augmenté de 10 % de 1990-1993 a 1994-2000. Les pfincipales bactéries incriminées étaient
Pseudomonas aeruginosa (13 %), Enterobacter spp. (6 %) et Klebsiella spp. (7 %) [56]. Une
étude réalisée dans un centre hospitalier espagnol a également mis en évidence une
augmentation du taux de résistance a la ciprofloxacine chez E. coli provenant de prélévements
urinaires de 3 a 20 % entre 1990 et 1996, parallélement a une nette augmentation de I’ utilisation
de cet antibiotique [36]. Le méme type d’observations a égalemeﬁt été décrit aux Pays-Bas et a
Shanghai pour E. coli, au Danemark pour Salmonella enteritica Enteritidis, en Australie pour S.
pneumoniae, en Angleterre et au Canada pour P. aeruginosa pour n’en citer que quelques unes
[2,9, 45, 123].

Plus préoccupant encore est le role potentiel de la résistance aux FQ dans les résistances
simultanées a plusieurs antibiotiques. Ainsi, de nombreuses résistances vis-a-vis d’autres
antibiotiques (gentamicine, ceftazidime, imipenem, etc.) apparaissent surreprésentées chez les
souches résistantes aux FQ [42, 56]. Ces observations pourraient résulter de la dissémination
des résistances par des plasmides associant plusieurs génes de résistances ou par des
mécanismes de résistance non spécifique (pompes a efflux). Cette « multi-résistance » est
d’ailleurs de plus en plus rapportée chez les S. aureus résistants 4 la méthicilline, une des

bactéries a I’origine des infections nosocomiales les plus problématiques [2, 123].

2.3.2. Chez les animaux de rente

De plus en plus de rapports s’intéressent a 1’émergence d’antibiorésistance chez les
animaux. Les raisons de ce récent intérét sont doubles car 1’émergence d’antibiorésistances
chez les animaux créé un probléme de santé animale, limitant I’arsenal thérapeutique
vétérinaire, mais également un probléme de santé publique étant donné le risque potentiel de
transmission a la population humaine.

A ce titre, les animaux de rente, notamment les porcs et‘les volailles, sont plus
particuliérement pointés du doigt [37, 129, 140, 141, 143]. Ceci est relié au fait que ces
animaux, outre une exposition « classique » aux antibiotiques « thérapeutiques », sont soumis a
une exposition beaucoup plus importante aux antibiotiques utilisés en prophylaxie et/ou comme
prombteurs de croissance [23, 27]. De nombreuses molécules sont ainsi largement voire
systématiquement utilisées, a des doses sub-thérapeutiques, comme compléments alimentaires

[23, 140-143]. Le risque de sélection de souches bactériennes résistantes, notamment au niveau
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de la flore intestinale, est donc trés important. Les premiers rapports de résistance aux FQ ont
décrit ce phénomene chez les bovins, coincidant avec 1’homologation de ’EFX chez cette
espéce [75]. Néanmoins, les nombreuses études réalisées depuis sont contradictoires et
mentionnent des taux de résistance tres variables: 2.6 et 12 % des souches de Campylobacter
Jejuni de poules pondeuses et de poulet de chair au Japon, 4.9 et 0 % des souches d 'Escherichia
coli de bovins et de moutons/chévres respectivement en Espagne [12, 30, 32, 78, 101, 143,
147].

Les études actuelles tentent de mettre en évidence une transmission animal - homme.
Malgré un nombre croissant dl’observations tendant a confirmer 1’hypothése d;ur}e transmission
de I’animal a ’homme via 1’alimentation (viande contaminée) ou un contact direct, ce théme
reste un sujet de débat entre ceux qui remettent en question les récentes interdictions
d’utilisation de certains antibiotiques chez les animaux de rente et les partisans de 1’application

de telles mesures restrictives [57, 113, 129, 132, 140, 141, 143].

2.3.3. Chez les animaux de compagnie

La médecine des animaux de compagnie est sirement le domaine ou le probléme de
I’émergence d’antibiorésistance est le moins documenté. Plusieurs rapports semblent démontrer
que, depuis leur mise sur le marché dans les années 1990, aucune augmentation notable du taux
de résistance aux FQ n’a été observée [41, 80]. Cependant, d’autres études réalisées récemment
réfutent ces conclusions. Une étude réalisée en 2003 & I’Université du Missouri démontrait une
augmentation significative de 20 % du nombre de souches d’E. coli et de Streptococcus spp.
résistantes aux FQ entre 1992 et 2001 sur des prélévements urinaires de chiens [22]. Une autre
¢tude réalisée a 1’Université de Californie corrobore cette conclusion en constatant une
augmentation, sur 4 ans seulement (1994 a4 1998), des souches d’E. coli résistantes aux FQ a
partir de prélévements urinaires de chiens présentant une infection urinaire [24]. Une autre
¢tude encore, réalisée entre 1984 et 1998 & I’Université d’Ontario, démontre une augmentation
linéaire du taux de résistance aux FQ au fil des années, en corrélation directe avec la quantité de

FQ utilisée [100].
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Devant I’émergence inquiétante des antibiorésistances, de nombreuses institutions ont
développé des programmes spécifiques pour enrayer cette crise d’aspect « épidémique »,
comme la « Global Strategy for the Containment of Antimicrobial Resistance » de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Deux objectifs principaux ont été définis : rendre
raisonné I’usage des antibiotiques et prévenir la dissémination des souches bactériennes
résistantes (Annexe 3). Un des objectifs principaux de ces mesures est de réduire la
consommation globale d’antibiotiques afin de limiter la pression de sélection qu’ils exercent au
niveau de 1’écosystéme bactérien. Cela a ainsi encouragé le développement de nouvelles
approches thérapeutiques. Parmi celles-ci, les systémes & libération locale maitrisée (SLLM)
sont en plein essor et démontrent une efficacité tout a fait intéressante dans la gestion et la

prévention de ’OMPT.
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3. Les Systémes a Libération Locale Maitrisée

Le concept de libération locale par élution d’antibiotiques incorporés dans un implant-
matrice a été introduit en 1970 par Buchholz et Englebrecht. Bien que cette technique ait été
initialement utilisée dans un but prophylactique, des applications thérapeutiques ont rapidement
été développées en médecine humaine et vétérinaire, notamment dans le traitement d’infections

de prothéses articulaires et d’ostéomyélites post-traumatiques.

Les systémes a libération locale maitrisée (SLLM) peuvent étre divisés en trois classes :
les implants matriciels résorbables et non-résorbables, les pompes implantables et la classe des
SLLM atypiques. Les implants matriciels, qui sont les plus fréquemment utilisés en orthopédie,

sont chargés en antibiotique et sont.placés directement au site infecté.

3.1. Avantages

Le principal avantage des SLLM réside dans leur capacité a délivrer de maniére
souteriue des concentrations locales d’antibiotiques trés importantes, 5 & 10 fois supérieure a
celles obtenues lors d’antibiothérapie systémique [51]. Dans le cadre du traitement des
ostéomyélites, ceci améliore fortement la pénétration de I’antibiotique au niveau des zones
dévascularisées et du biofilm recouvrant un implant chirurgical. Des bactéries réfractaires & un
traitement suite a des concentrations antibiotiques locales trop faibles lors d’administration
systémique sont plus sensibles aux concentrations élevées conséquentes 4 la mise en place d’un
SLLM [49, 51, 86]. Par exemple, de nouveaux SLLM a base de poly(acide lactique) (PLA) et
de FQ ont permis d’atteindre de maniére prolongée des concentrations locales 100 a 1 000 fois
supérieure a la concentration minimale inhibitrice (CMI). de nombreuses bactéries, notamment
des Staphylococcus aureus résistant & la méthicilline [60]. En outre, les trés faibles, voire
indétectables, concentrations sériques mesurées réduisent de maniére importante les risques
d’effets secondaires fréquemment rencontrés lors d’antibiothérapie systémique avec des agents
ayant un index thérapeutique étroit [13, 134].

On attribue également aux SLLM les avantages d’une bonne oblitération des espaces
morts conséquemment au débridement chirurgical, la possibilité d’ostéoconduction et de

support mécanique, une diminution de la quantité totale d’antibiotique nécessaire lors d’un
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traitement, une efficacité accrue du traitement et la persistance au site d’infection de molécules
rapidement éliminées par une autre voie d’administration [13, 28]. De plus, une observance
thérapeutique adéquate de la part du patient et du propriétaire n’est plus requise pour favoriser

la guérison.

3.2. Caractéristiques

Un implant servant de SLLLM est composé d’une matrice uniforme dans laquelle est
incorporé un antibiotique. De nombreuses associations entre divers antibiotiques et matrices ont

ainsi été et sont encore développées.

3.2.1. Implants — matrices

Le matériau utilisé doit présenter une bonne biocompatibilité. Il doit étre inerte, non
carcinogénique, hypoallergénique et mécaniquement stable aussi longtemps que doit durer
I’élution de I’antibiotique [28]. Deux sortes de matrice existent : les non-résorbables, qui ont été

les premiéres utilisées, et les résorbables, qui font I’objet de vastes recherches actuellement.

Parmi les matrices non résorbables, le matériau le plus utilisé encore aujourd’hui est le
poly méthacrylate de méthyle (PMMA). C’est un ciment osseux obtenu par polymeérisation
exothermique d’une poudre polymere au contact d’un liquide monomeére. Le composé durcit en
10 a 14 minutes pour former un matériau cohésif et poreux [116]. L antibiotique sous forme de
poudre ou de liquide peut étre mélangé au polymére avant la polymérisation. Ces SLLM
peuvent étre fabriqués manuellement extemporanément en utilisant un antibiotique et du
PMMA vendu commercialement (SimplexP®, Palacos®G, Prostalac®) ou étre achetés déja
préts I’emploi (Septopal®) (Figure 7) [51, 86, 137]. Les SLLM préparés a la main semblent
cependant présenter de moins bonnes caractéristiques d’élution in virro (quantité totale
d’antibiotique libéré et concentration en antibiotique moindres) que ceux commercialisés [87].

Différentes vitesses de libération sont rapportées selon I’antibiotique et le type de
PMMA employé (différant par la porosité, la perméabilité, etc.) [134]. On observe
généralement une libération répide durant les 24 premieéres heures aprés implantation (5 % de la

quantité totale d’antibiotique) suivie d’une libération dégressive pouvant durer de plusieurs
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semaines a plusieurs années [4, 51, 124, 134, 137]. Des études ont démontré que des
concentrations antibiotiques bactéricides étaient maintenues dans les tissus et fluides en

périphérie des implants pour des périodes allant jusqu’a 80 jours [137].

Figure 7 : Présentations commerciales du poly méthacrylate de méthyle.

(A) Palacos® et (B) Septopal®.

Le PMMA présente deux inconvénients majeurs en tant que matrice. Tout d;abord, une
seconde chirurgie est nécessaire pour le retrait de I’implant qui peut jouer le réle de corps
~ étranger et favoriser la formation d’un biofilm et I’adhérence de bactéries a sa surface [60, 61,
116]. D’autre part, I’élution de I’antibiotique depuis la matrice n’est jamais compléte :
seulement 5 a 25 % de la quantité initiale d’antibiotique est libérée a partir de billes de PMMA
[40, 60, 131]. Ses autres inconvénients sont l’importante chaleur générée lors de la

polymérisation et la toxicité systémique potentielle du monomeére absorbé [79].

Le principal avantage des matrices résorbables est justement d’éliminer la nécessité
d’une deuxieme intervention chirurgicale, évitant aihsi des lésions supplémentaires a la
vascularisation locale, et de permettre la libération compléte de 1’antibiotique incorporé. Les
implants ne doivent toutefois pas étre dégradés trop vite, ce qui nuirait a la persistance de
I’antibiotique au site d’OMPT. Ces implants sont disponibles sous de nombreuses formes :
microparticules, disques, billes en chapelet.

Les greffes osseuses, autogénique ou allogénique, ont I’avantage de se revasculariser et
d’intervenir dans les défenses immunitaires locales et la réparation osseuse [79].
L’incorporation de [’antibiotique se fait directement par ajout a la greffe [79]. Une étude

rapporte 1’absence d’effet néfaste des fortes concentrations en antibiotique sur le potentiel
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d’incorporation de la greffe dans le processus de guérison osseuse [81]. Une étude in vitro
rapporte la libération de 70 % de la charge totale en tobramycine dans les 24 heures suivant
I’implantation, une quantité négligeable d’antibiotique étant défectée au bout d’une semaine
[81]. Une autre étude réalisée in vivo chez des lapins mentionne toutefois la libération de
tobramycine durant une période de plus de 3 semaines [79]. Ces implants d’os spongieux
semblent donc plus intéressants en mode prophylactique qu’en mode thérapeutique d’une
infection osseuse étant donné leur court temps d’élution.

Les substituts ou extenseurs de greffe osseuse sont nombreux : sulfate et phosphate de
calcium, os déminéralisé, cristal bioactif, etc. Ils permettent 1’ostéoconduction, n’inhibent pas le
remodelage osseux lors du processus de guérison et certains peuvent étre moul€s pour participer
au support mécanique de 1’0s [79, 109, 112]. Le composé le plus étudié a été le platre de Paris
(ou gypse), un sulfate de calcium hémi-hydraté. C’est un matériau de faible cott dont la
résorption est classiquement lente (quelques semaines a quelques mois) [116]. Sa formulation
clinique la plus utilisée comprend 3 64 % de vancomycine et/ou 4,25 % de tobramycine [44,
79]. Les caractéristiques d’élution dépendent de I’antibiotique incorporé mais les temps de
libération sont généralement courts : une étude in vitro a démontré que 80 % de la gentamicine
placée dans I’implant était libéré dans les premiéres 48 heures, des concentrations bactéricides
étant maintenues durant 14 jours [116]. Une autre étude in vitro mentionne la libération de 17
% de la charge totale en tobramycine en 24 heures, des traces de 1’antibiotique étant retrouvées
3 semaines aprés implantation [81]. Les études cliniques d’efficacité apparaissent concluantes,
notamment en prophylaxie [44, 88]. L’hydroxyapatite (céramique de phosphate de calcium),
composant minéral de 1’0s, est un composé trés prometteur. La plupart des études réalisées
rapportent des durées d’élution assez grandes, de 14 a 90 jours, et une résorption de I’implant
aprés 10 semaines [40, 116]. Les études expérimentales démontrent une efficacité similaire au
PMMA dans I’éradication d’ostéomyélites localisées chez des rats et des lapins [25, 109, 112,
116].

Les polymers naturels correspondent a des éponges de collagéne, de fibrine, de
thrombine ou d’autres produits issus de la coagulation sanguine, dans lesquels 1’antibiotique est
incorporé [49, 60, 73,116]. Les temps d’élution sont variables mais généralement faibles, de 3 a
4 jours [60, 73, 79, 116]. Des modifications de ces implants permettent actuellement d’allonger
ces temps d’élution [73, 116]. L’avantage des polymeéres naturels est qu’ils présentent une

excellente biocompatibilité et permettent a la néoformation osseuse de remplacer graduellement
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le matériel implanté [73]. Les études d’efficacité in vivo sont actuellement rares mais semblent
prometteuses en prévention et en traitement [116]. Une étude récente rapporte une efficacité
égale entre un sceilant a base de fibrine et des implants de PMMA, tous deux chargés de
tobramycine, dans le traitement d’une ostéomyélite expérimentale chez des lapins [73].

Les polymers synthétiques correspondent a la catégorie la plus prometteuse et la plus
active au niveau de la recherche. Les biomatériaux sont les polyanhydrides, le PLA, le
poly(acide glycolique) (PGA), le i)oly(acide lactique-co-glycolique) (PGLA), les
polyhydroxyalcanoates, le polycaprolactone, etc. [47, 107]. Ces composés sont tres
biocompatibles et leur utilisation permet un controle précis des différents aspects de 1’élution.
Ainsi, des modications du ratio PLA / PGA du PGLA, de 50 /50 a 90 / 10, permet de prolonger
les temps d’élution et de diminuer I’amplitude de la libération initiale [60, 116]. Les
formulations de PLA, PGA et PGLA présentent des temps d’élution in vifro et in vivo de 30 a
72 jours avec de la vancomycine, de la tobramycine et de la clindamycine [70]. Une autre étude
rapporte 1’élution ir vivo de ciprofloxacine incorporée dans une matrice de PLGA permettant
d’obtenir des concentrations locales supérieures aux CMI durant 6 semaines [102]. Ces
implants se sont avérés aussi voire plus efficaces qu’un traitement systémique ou par SLLM a
base de PMMA dans le traitement d’ostéomyélites expérimentales [17, 60, 116]. L’amidon et le
chitosan présentent également des caractéristiques intéressantes et un cofit abordable [5, 58].

Des matériaux corﬁposites ont également été développés: hydroxyapatite -
polycaprolactone, PMMA - collagéne, phosphate de calcium - gélatine, hydroxyapatite - sulfate
de calcium, collagene - PGLA, hydroxyapatite - PLA [109]. Ils permettent de cumuler les

avantages de chacun des composants [49].

3.2.2. Antibiotique

Idéalement, les antibiotiques utilisés doivent étre bactéricides, notamment lorsque le
SLLM est a but prophylactique. Ils doivent aussi étre libérés localement a des concentrations
supérieures a plusieurs fois (au moins 10 fois) la concentration minimale inhibitrice (CMI) de
I’agent pathogéne impliqué. Ils doivent .étre solubles a la fois dans I’eau et les lipides afin de
| permettre leur diffusion, ne présenter aucune toxicité locale, étre minimalement absorbés dans
la circulation systémique, étre stables a la température de polymérisation (environ 70 a.100°C)

pour les matrices de poly-méthacrylate de méthyle (PMMA) et ne‘pas affecter les propriétés
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mécaniques de ’implant [51, 60, 116, 124]. L’idéal est de choisir ’antibiotique approprié en se
basant sur les résultats des cultures bactériologiques. Lorsque cela n’est pas possible ou que le
SLLM a un but prophylactique, le choix se portera vers une molécule a large spectre active
contre les principaux germes rencontrés lors d’OMPT. En se basant sur ces critéres, les agents
antibiotiques les plus utilisés ont été les aminoglycosides (notamment la gentamicine et la

tobramycine), les FQ et les céphalosporines [51, 60, 131].

La cinétique de libération de I’antibiotique a partir d’une matrice dépend d’une part de
la concentration, de la solubilité et du coefficient de diffusion du principe actif dans cette
matrice, et d’autre part de la géométrie (rapport volume/surface), de la porosité et de la vitesse
de dégradation de la matrice [40, 51, 60, '124]. Pour les produits trés solubles (B-lactamines), la
quantité d’antibiotique relarguée dépend beaucoup de la surface de I’implant tandis que pour les
produits relativement peu solubles (comme les FQ), elle dépend surtout du degré de porosité de
la matrice [60]. Le degré de fibrose (donc de la réaction facé au corps étranger) encapsulant
~ 'implant joue également un role important car celle-ci limite la diffusion de I’antibiotique 4 2 &
3 mm autour de ’implant [124]. L’élution des antibiotiques est typiquement biphasique : une
libération rapide, due a la présence d’antibiotique en surface de ’implant, survient durant les
premiers jours aprés implantation puis elle ralentit et décroit progressivement durant une
période plus ou moins longue (antibiotique dans le réseau polymeére) [S51, 116]. Les
concentrations locales d’antibiotiques peuvent rester au dessus de la CMI d’un agent pathogéne
pour des périodes allant de quelques jours a quelques mois selon les matrices et les
antibiotiques utilisés [4, 58, 60, 116, 124]. Dans une étude évaluant I’élution in vitro et in vivo
de plusieurs antibiotiques inclus dans une matrice de PMMA, les concentrations in vitro en
CFX, clindarﬁycine et tobramycine restaient au dessus de la CMI de Bacillus subtilis aprés
quatre semaines. Il en était de méme pour les concentrations en cefazolin, CFX, clindamycine,
tobramycine et vanéomycine dans les tissus mous péri-implants et les concentrations en CFX,
clindamycine et vancomycine dans les tissus osseux péri-implants [4]. Cependant, bien que de
nombreuses études in vitro et in vivo aient été réalisées afin de rapporter les temps d’élution de
diverses associations de matrices et d’antibiotiques, le manque de standardisation est & 1’origine
de données trés hétérogeénes et difficilement interprétables. En outre, aucune corrélation entre

les données in vitro et in vivo n’est établie, ne permettant aucune comparaison [79].
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3.3. Efficacité clinique

3.3.1. Role prophylactique

Les deux indications principales sont la mise en place de prothéses articulaires
cimentées (hanche et genou) et la prévention d’infection des fractures ouvertes [137]. Cette
utilisation est basée sur les conclusions de nombreuses études éxpérimentales ou I’efficacité de
la prévention des infections par les SLLM était égale voire supérieure a celle obtenue par un
traitement parentéral [58, 124, 137]. Des séries de cas cliniques ont également été rapportées en

médecine humaine, avec des conclusions diverses (Tableau II).

Tableau II : Principales études comparant les taux d’infection lors d’administration systémique

d’antibiotique ou de mise en place d’un systeme a libération locale maitrisée.

667 0.6 41 Thierse, 1978

—— Ré tif
4825  Retrospect 0.9 0.8 Espehaug ct coll,, 1997
800 . -0 0 Pfarr et Burri, 1979
o Mise en Wannske et Tscherne
445 place de 1,1 5,9 ann ’
\ 1979
_ .. prothéses
1 688 Prospectif articulaires 0,8 1,9 Josefsson, 1988
401 1 1 McQueen et coll., 1990
92 675 / / Malchau et coll., 1993
340 0 3,1 Chiu et coll., 2002
Fractures

1085  Rétrospectif 3,7 12 Ostermann et coll., 1995

ouvertes

Une étude rétrospective sur 10 905 cas de révisions de prothéses de hanches démontre
un taux d’infection moindre lors d’association antibiothérapie systémique — SLLM et
respectivement 4,3, 6,3 et 11,5 fois plus de chances d’infection lors d’antibiothérapie
systémique seule, de SLLM seul et aucun traitement antibiotique [39]. Une autre étude sur
92675 cas conclut a I'intérét des SLLM lors de mise en place de prothéses de hanche, en

premiére intention et lors de révision [74].
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Au vu de ces résultats, il semble raisonnable d’affirmer que la prophylaxie assurée par
un SLLM est égale, et vraisemblablement supérieure, a celle obtenue par administration
systémique d’antibiotiques. Une étude prospective distribuée de maniére aléatoire serait
nécessaire pour confirmer avec certitude la supériorité prophylactique des SLLM. Cependant,
étant donné les faibles taux d’infection actuels, une telle étude nécessiterait un nombre de

~ patients considérable pour démontrer une différence significative [137].

3.3.2. Role thérapeutique

Les deux indications cliniques principales sont le traitement des infections de prothéses
articulaires et de 1’ostéomyélite post-traumatique. En 1972, Klemm introduisit le concept de
SLLM dans le traitement des ostéomyélites. Buchholz fut le premier, en 1981, a utiliser un
SLLM lors de révision de prothéses de hanches avec des taux de succes trés intéressants : 77 %
lors de chirurgie unique et 90 % lors de révision par étapes. Leur efficacité a par la suite été
clairement démontrée par de nombreuses études expérimentales puis confirmée par de
nombreux rapports de cas et études prospectives et rétrospectives en médecine humaine et
vétérinaire [16, 20, 58, 124, 131, 134, 137]. Mader et coll. comparent par exemple 1’efficacité
thérapeutique de I’administration de tobramycine par un SLLM & base de fibrine, un SLLM a
base de PMMA ou injections sous-cutanées sur un modele d’OMPT chez des lapins [73]. Les
deux SLLM entrainaient une réduction significativement plus importante des comptes
bactériens intramédullaires par rapport & la voie parentérale, bien qu’aucune différence
significative ne fiit observée en comparant les comptes bactériens au niveau osseux.

Les taux de succes classiquement rapportés lors de traitement d’ostéomyélite par SLLM
sont d’environ 80 & 90 % et apparaissent similaires ou supérieurs & ceux d’une antibiothérapie

systémique [13, 58, 86, 137].

3.4. Inconvénients

Les inconvénients liés a 1’utilisation de SLLM sont rares. Concernant les SLLM non
résorbables comme le PMMA, un inconvénient majeur est la nécessité d’une chirurgie

ultérieure pour le retrait des implants. Pour les SLLM résorbables, notamment le PLGA et
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I’hydroxyapatite, le principal frein a un usage courant est leur cofit et leur disponibilité
commerciale. Bien que la plupart d’entre eux présente une excellente biocdmpatibilité, certains
SLLM peuvent agir comme des corps étrangers ou inhiber certaines composantes de la réponse
immunitaire (protéines du complément, lymphocytes périphériques et polynucléaires). Ces
effets sont cependant modérés et se manifestent plus histologiquement que cliniquement [116,
137]. Une question soulevée par ['usage de SLLM est la toxicité potenticlle de fortes -
concentrations en antibiotique sur I’os et donc I’impact sur la guérison osseuse. De récentes
études in vitro ont en effet démontré I’occurrence d’effets secondaires importants sur la
cicatrisation osseuse de certains antibiotiques, notamment les FQ et de la rifampicine [53].

Toutefois, aucune étude in vivo ou observation clinique n’a été réalisée a ce jour.

L’interrogation ayant certainement le plus d’importance est le role potentiel des SLLM
dans le développement de résistances bactériennes, évoqué par de nombreux articles [48, 58,
79, 116, 130, 131, 137]. Aprés une premiére phase de libération rapide (largement au-dessus
des CMI), les SLLM entrainent effet des concentrations locales en antibiotique basses, durant
une période prolongée, éusceptibles d’exercer une sélection de souches résistantes parmi la
flore pathogéne. De plus en plus de rapports cliniques mentionnent d’ailleurs 1’augmentation de
résistances vis-a-vis des aminosides suite a I’usage de SLLM [108, 117, 127, 136]. Ainsi, dans
une étude sur 33 cas humains d’infection articulaire de la hanche, le taux de résistance a la
gentamicine parmi les bactéries isolées était de 29 % en préopératoire et de 41 % en
postopératoire [136]. Cependant, la problématique est rarement exposée avec clarté, ce qui est
parfois source de mauvaise interprétation. Au sens strict du terme, 1’acquisition par une bactérie
d’une résistance vis-a-vis d’un antibiotique est corrélée a un caractére intrinséque, et non a des
facteurs environnementaux. Or, il a été largement démontré que le biofilm produit par certaines
bactéries adhérées a la surface de corps étrangers, comme les SLLM, augmentait de maniére
trés importante la tolérance de la population bactérienne 4 de nombreux antibiotiques. La
présence d’un biofilm va créer des conditions défavorables a 1’action antibiotique, sans que la
sensibilité intrinséque des bactéries soit mise en jeu. Ceci est documenté par plusieurs études
rapportant des sensibilités inférieures des bactéries liées a différents implants (PMMA seul,
silicone, etc.) par rapport a des bactéries libres, aprés exposition a un antibiotique [8, 85]. Lors
de ['utilisation de SLLM, deux composantes sont donc potentiellement a ’origine de

résistances bactériennes : la présence de I’implant en lui-méme, qui permet la formation d’un
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biofilm, et ’exposition 4 des concentrations antibiotiques sub-inhibitrices, cette derniére étant
le réel sujet de questionnément. Pour cette raison, l’interprétation de certaines études
expérimentales porte a confusion. Ceci est notamment illustré par deux études sur des implants
de PMMA; contenant ou non un antibiotique [61, 122]. Les implants étaient exposés a des
inocula de Staphylococcus spp. durant 14 jours dans le modéle in vivo (chez des rats) et durant
24, 48 et 96 heures dans le modéle in vitro. Les analyses bactériologiques réalisées révélaient
dans les deux cas la présence de bactéries adhérées vivantes et une augmentation du taux de
résistance de ces bactéries a I’antibiotique incorporé. Or, dans les deux articles, il est clairement
énoncé que la concentration locale en antibiotique durént toute la période d’exposition était au-
deld des CMI. L’absence de bactéricidie doit donc étre imputée a la présence d’un corps
étranger permettant 1’adhésion bactérienne, et non a la présence de concentrations antibiotiques

sous-inhibitrices.

Enfin, les SLLM sont responsables de taux systémiques d’antibiotiques trés bas. Ceci a
I’avantage de limiter la toxicité générale du produit mais présente I’inconvénient d’exposer
.toute la flore commensale du patient traité A ces taux sous-inhibiteurs. La problématique du
développement de résistance doit donc étre également appliquée a cette population, et non étre
focalisée sur les bactéries pathogénes qui, si elles constituent cliniquement la population
d’intérét, jouent potentiellement un réle de réservoir bien secondaire par rapport aux bactéries

commensales. A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a cet aspect du sujet.

Le risque de développement de résistances bactériennes liées a I’utilisation de SLLM est
réel, ce qui améne plus en plus d’auteurs a se questionner sur leur usage prophylactique
[48,61]. Une meilleure compréhension des conséquences de I’utilisation des SLLM sur les
patrons de résistance des flores locales et commensales serait utile afin de mieux définir le ratio
risque/bénéfice des SLLM dans la gestion de certaines affections orthopédiques chez I’humain

et ’animal.
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4. Objectifs et hvpothéses de recherche

Ainsi, malgré une récente prise de conscience de ’impact des antibiotiques, et notamment
des FQ, sur I’écosystéme bactérien et le développement de résistances, il apparait clairement
que de nombreuses questions restent sans réponse. Parmi celles-ci, I’impact de la voie
d’administration, étape-clé de [’usage des antibiotiques, sur le développement de résistances
nous semble d’un intérét majeur. Outre les voies classiques orales et injectables,
I’administration locale d’antibiotique trouve de plus en plus d’indications cliniques.
Malheureusement, ceci coincide avec un nombre croissant de rapports sur leur réle potentiel
dans la sélection de souches résistantes parmi la flore pathogeéne [61, 108, 122, 127, 130, 131,
136].

Il semble logique que les spécificités pharmacocinétiques et pharmacodynamiques des
diverses modalités d’administration d’un antibiotique aient une implication dans le degré de
sélection de souches bactériennes résistantes. En se basant sur le principe de la FSM, il serait
~ intéressant de favoriser des voies d’administration permettant d’obtenir des concentrations
tissulaires au dessus ou en dessous de cette fenétre. D’aprés les faibles concentrations sanguines
rapportées lors d’administration locale de FQ par SLLM, il est vraisemblable que les
concentrations intestinales aprés excrétion soient inférieures & la FSM. Inversement,
I’administration de FQ par voie injectable, par exemple intramusculaire (IM), pourrait entrainer
des concentrations intestinales a ’intérieur de la FSM da a I’excrétion intestinale par les
glycoprotéines P. Enfin, la présence de ces glycoprotéines P limitant 1’absorption intestinale des
FQ administrées oralement pourrait entrainer une exposition trés importante des bactéries

commensales, potenticllement au dessus de la FSM.

Nos hypothéses d’étude étaient que 1) le SLLM utilisé dans ce modéle conduit & une
exposition a I’EFX des bactéries commensales suffisamment basse pour limiter la sélection de
bactéries résistantes chez la flore fécale étudiée, et 2) I’administration IM d’EFX est
caractérisée par un taux de sélection de bactéries commensales résistantes supérieur a ceux des
voies orale ou locale. Les objectifs de cette étude étaient 1) de mesurer I’exposition systémique
a ’EFX et a la CFX et 2) de comparer le développement de résistances bactériennes au niveau
de la flore fécale sur un modéle porcin suite a I’administration orale, intramusculaire et locale

(SLLM) d°EFX.



Chapitre deuxiéme

METHODOLOGIE



1. Animaux et conditions de logement

Vingt-et-un porcs maéles ou femelles en bonne santé, 4gés de 4 4 8 semaines et pesant
14.2+52 kg ont été utilisés. Aucun porc ne présentait une exposition antérieure a des
antibiotiques. Les porcs ont été distribués de maniére aléatoire parmi 3 groupes (O, M et L) avec
n=7 par groupe. Pour des raisons pratiques, deux lots comprenant chacun trois ou quatre porcs
d’un méme groupe ont été étudiés simultanément : O et M, O et L puis M et L. Un nettoyage et
une désinfection des locaux étaient réalisés avec un désinfectant comprenant du potassium
peroxomonosulfate, de 1’acide sulfamique et du dodecyl benzéne sulfonate: (Virkon®) ala fin de
chaque groupe de traitement avant ’entrée du suivant, en respectant un vide sanitaire d’une
semaine. Les porcs ont €té logés de maniere individuelle dans des cages séparées. Les porcs d’un
méme groupe étaient cependant logés dans un méme cubicule avec contact direct pbssible.
Chaque porc n’a cependant été soumis a aucun contact avec un porc d’un groupe différent,
supprimant ainsi les possibilités de contamination intergroupe mentionnées dans une étude [139].
Les porcs étaient nourris deux fois par jour avec une nourriture commerciale ne contenant aucun
antibiotique et avaient un accés ad libitum a 1’eau d’aqueduc. Des mesures de désinfection
classiques étaient strictement respectées par tous les manipulateurs a 1’entrée et a la sortie de la
zone de logement. Aprés I’arrivée des porcs, une période d’acclimatation de quatre jours était
respectée avant |’initiation du protocole expérimental. Les porcs ont été entretenus selon les
directives fournies par le Conseil Canadien de Protection des Animaux. Le protocole de
recherche a été approuvé et supervisé par le Comité Institutionnel Ethique de I’Université de

Montréal,

2. Produits utilisés

Une solution injectable d’EFX, Baytril® 100 mg/mL (Bayer, Tdronto, Ontario) a été
utilisée pour ’administration IM d’EFX. Pour I’administration orale, cette méme préparation
pharmaceutique a été diluée dans de ’eau MilliQ juste avant I’administration afin d’obtenir un
volume final de 10 mL.

Les implants de PMMA imprégné d’EFX ont été préparés en ajoutant de maniére stérile 6

grammes de poudre d’EFX (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario) a 40 grammes de poudre de
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polymeére (Surgical Simplex® P Radiopaque Bone Cement; Howmedica Inc, Limerick, Ireland).
Les deux composants étaient ensuite mélangés a la main dans un bol en plastique, le monomere
liquide (20 mL) était ajouté et le mélange était versé dans des seringues de 3 mL, tel que
précédemment décrit [40]. Le piston était ensuite pressé jtisqu’au niveau de la marque « 0.7
mL » afin de chasser I’air et I’excés de ciment. Aprés durcissement du PMMA, on obtenait des
implants cylindriques de 9 mm de diamétre, 7 mm de longueur, pesant environ 500 mg et

contenant environ 65 mg d’EFX (Figure 8).

Figure 8: Echantillon de nos implants de polyméthacrylate de méthyle contenant de |

I’enrofloxacine.

3. Procédures et groupes de traitement

Au jour 6 (J6) pour les groupes O et M et au jour 7 (J7) pour le groupe L, chaque porc a
été prémédiqué avec une injection IM d’azapérone (2 mg/kg), de kétamine (8. mg/kg) et
d’hydromorphone (0.1 mg/kg). L’anesthésie générale était ensuite induite et maintenue au
masque avec un mélange d’isoflurane dans de I’oxygeéne a un rapport 2:98 a 3:97 vol/vol.
Aucune antibioprophylaxie n’a été administrée afin de ne pas interférer avec les objectifs de
I’étude. La région cervicale gauche de tous les porcs, ainsi que la face latérale de la cuisse
gauche des porcs du groupe L ont été rasés et préparés de maniére aseptique. Les porcs étaient
placés en décubitus latéral droit. L’abord cervical a permis de mettre en place un cathéter au
niveau de la veine jugulaire gauche su} tous les porcs ainsi qu’une sonde d’oesophagostomie sur
les porcs du groupe O. Pour les porcs du groupe L, une incision cutanée de 10 cm était ensuite
effectuée en regard de la diaphyse fémorale. Le fascia lata était incisé et les muscles biceps

fémoral et vaste latéral réclinés respectivement caudalement et crinialement. Les implants

préalablement préparés étaient placés directement au contact de la diaphyse fémorale en fonction
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du poids de I’animal (7 implants EFX-PMMA / 10 kg de poids vif, soit 455 mg d’EFX / 10 kg de
poids vif dose totale). Le fascia lata, le tissu sous-cutané et la peau étaient refermés avec un
surjet simple (PDS®II 2-0 ou 3-0 et Monosof® 2-0 ou 3-0). Les porcs étaient surveillés jusqu’a
leur réveil complet. L’analgésie était poursuivie par injection IM d’hydroniorphone a
I’extubation et du kétoproféne par voie IM (2 mg/kg par jour) en fonction du score de douleur de
’animal pendant 3 jours minimum (Annexe 4).

De J7 a J21, un plan de traitement a été¢ adopté selon le groupe auquel le sujet avait été
attribué (Annexe 5) :

- Les porcs du groupe O ont recu de I’EFX PO a la dose de 5 mg/kg SID pendant. 13 jours
(soit 65 mg/kg dose totale pour les 13 jours). Le traitement a été administré via la sonde
d’oesophagostomie, chaque matin a heure fixe, aprés avoir nourri les porcs.

- Les porcs du groupe M ont regu de ’EFX IM 4 la dose de 5 mg/kg SID pendant 13 jours
(soit 65 mg/kg dose totale pour les 13 jours). L’injection IM était réalisée chaque matin a
heure fixe dans les lombes. |

- Les porcs du groupe L ont regu de I’EFX par la mise en place chirurgicale a J7 d’un
SLLM contenant de I"EFX (soit 455 mg/10 kg dose totale) et n’ont regu aucune autre
administration d’EFX. .

Etant donnée la croissance des porcs, la dose d’EFX administrée aux porcs des groupes O et

M était réajustée deux fois par semaine en fonction du poids de I’animal. Au jour 21, tous les

porcs étaient euthanasiés par surdosage de barbiturique administré par voie intraveineuse.

4, Méthodes d’évaluation

4.1. Suivi clinique

La prise alimentaire et I’abreuvement ainsi que le niveau d’activité¢ de chaque porc ont été
évalués quotidiennement, de méme qu’un examen clinique (état général, prise de la température,
du pouls, de la fréquence cardiaque et respiratoire). Outre les paramétres habituels, I’observation
de signes digestifs (tel que diarrhée, etc.) et un examen rapproché des plaies chirurgicales étaient

également réalisés.
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4.2. Pharmacocinétique

A partir de J7, des échantillons sanguins ont été récoltés chez tous les porcs via le
cathéter jugulaire pour évaluer la cinétique des concentrations d’EFX plasmatiques atteints dans
tous les groupes. Les prélévements ont été réalisés a 8 reprises durant les 32 premiéres heures de
traitement (i.e., du jour 7 a 8) puis chaque matin du jour 9 a 21, a heure fixe, avant
I’administration d’EFX chez les porcs des groupes O et M. Le cathéter était tout d’abord rincé
avec 10 mL de saline héparinée, puis un prélevement de 3 mL de sang était réalisé apres avoir
€liminé les premiers 5 mL. Le sang était placé dans un tube EDTA, centrifugé puis le plasma
obtenu congelé a — 70 °C en vue d’une analyse de groupe. Les analyses ont été effectuées par

chromatographie liquide et de spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) (Annexe 6).

4.3. Bactériologie fécale et cutanée

Les prélévements fécaux ont été réalisés de J1 jusqu’a J21 sur une base quotidienne, les
prélévements entre J1 et J6 servant de période témoin pour chaque porc. Les prélevements
fécaux correspondaient a la récolte de 20 grammes de selles fraiches ou rectales. Ils étaient
conservés & 4°C aprés préléevement, homogénéisés et mis en culture dans les six heures
suivantes. Pour chaque échantillon, 20 grammes de selles étaient homogénéisés dans un sac
stérile pendant 1 minute et 5 grammes étaient dilués dans de la saline stérile (1 :10) et une
méthode d’ensemencement directe pour détecter les souches d’E. coli antibiorésistantes (limite
de détection de 100 bactéries) était utilisées tel que précédemment décrit [10]. Chaque dilution
(100 pL) était ensemencée sur une gélose MacConkey (Quélab, Montréal, Québec, Canada). La
croissance bactérienne était examinée aprés incubation a 37°C pendant 16 h pour la présence de
colonies fermentant le lactose et présentant une morphologie typique d’E. coli. Pour chaque
échantillon, trois colonies €taient sélectionnées aléatoirement, purifiées sur une gélose au sang de
mouton 5% (Quélab, Montréal, Québec, Canada) et confirmées sur gélose « triple sugar iron »,
sur gélose citratée, et par des tests d’indole et d’uréase [69]. Un isolat sur dix avec une
morphologie atypique ou avec des caractéristiques biochimiques typiques d’E. coli était plus

précisément caractérisé sur galerie API20E (Biomérieux, Hazelwood, Missouri, USA) [63]. La
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sensibilité aux antibiotiques des isolats d’E. coli était déterminée par une technique de diffusion
sur disque en gélose selon la norme M31-S1 du Clinical and Laboratory Standards Institute [84].
Les antibiotiques testés sont rapportés dans le Tableau III. Aprés une incubation a 37 °C

pendant 16-18 heures, le diamétre d’inhibition était mesuré a I’aide d’une régle millimétrique.

Tableau III : Présentations des différents antibiotiques testés par antibiogramme dans notre

étude.

Apramycine
AMINOSIDES Gentamicine
Streptomycine
CEPHALOSPORINE Ceftiofur
FLORFENICOL Florfénicol

Acide nalidixique
FLUOROQUINOLONES Enrofloxacine

Ciprofloxacine
Amoxicilline
PENICILLINES Ampicilline
SULFAMIDE Triméthoprime-
POTENTIALISE Sulfaméthoxazole

TETRACYCLINE Tétacycline

5. Analyse statistique

L’évolution des concentrations plasmatiques en EFX et CFX des porcs des groupes O, M
et L a été analysée par analyse PK des moments statistiques avec WinNonlin 5.1 1 standard
edition (Pharsight, Palo Alto, U.S.A)) [146]. La méthode par algorithme des trapézes linéaires a
été utilisée pour estimer 1’aire sous la courbe (AUC) et I’aire sous la courbe du premier moment
(AUMC) associées avec la premiére administratio.n IM et orale et I’implantation des implants.
Une extrapolation a I’infini de I’AUC et ’AUMC a été réalisée avec les formules standard aprés
estimation de la pente terminale de la courbe (A;). Les paramétres pharmacocinétiques suivants
ont été calculés : clearance systémique apparente (CL/F) et volume de distribution apparent

(V/F), le temps de séjour moyen (MRT) et la demi-vie d’élimination (t'2-A;). En outre,
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’exposition systémique globale a ’EFX et la CFX a été estimée & ’aide de I’AUC mesurée sur
toute la durée du projet.

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le systéme SAS version 9.1 (Cary, N.C.,
U.S.A.) avec p<0.05 considéré comme significatif. Les comptages fécaux d’E. coli ont été
transformés en log10 pour obtenir une distribution normale. Pour chaque porc, les échantillons -
utilisés pour tester la sensibilité bactérienne étaient choisis aléatoirement parmi les 21 jours de
I’étude. Deux a trois colonies par échantillon étaient analysées. Les diamétres d’inhibition ont
été transformés en log10 afin d’obtenir une distribution normale permettant la réalisation de tests
paramétriques. Les moyennes et erreurs-types des données transformées en log étaient soumises
a la transformation inverse pour présentation dans le texte et les figures. En tenant du diameétre
des disques antibiotiques, la valeur minimale pour les valeurs de diamétre d’inhibition était de 6
mm. L’évolution de la taille de la population d’E. coli et de la sensibilité aux différents
antibiotiques des isolats a été divisée en quatre périodes, basées sur les comptages d’E. coli
fécaux observés : (1) du jour 1 & 6, contréle, (2) du jour 7 au moment ou les comptes bactériens
deviennent indétectables, phase de premiére exposition antibiotique, (3) durant la période ou les
comptes bactériens restent nuls, phase de bactéricidie et (4) du moment ou les comptes
bactériens redeviennent positifs jusqu’au jour 21, phase de recroissance. L’effet de la voie
d’administration de I’EFX sur la durée des périodes 2 et 3 a été étudié avec une analyse de survie
et un test «log-rank » afin d’évaluer plus précisément les différences tardives dans la
recroissance des populations bactériennes [1]. Un modéle linéaire mixte & mesures répétées avec
les périodes 1, 2 et 4 comme facteur intra-sujet, le groupe de traitement O, M et L comme facteur
inter-sujet et le porc traité comme variable aléatoire a été utilisé pour évaluer les changements
dans les comptes d’E. coli fécaux et les diametres d’inhibition dans le temps. L’interaction
traitement x temps a également été évaluée. La méthode des moindres carrés a été utilisée pour
examiner les différences dans I’évolution de la taille de la population bactérienne et des
diametres d’inhibition, ainsi que les différences rapportées pour chaque groupe de traitement.
Les résultats sont présentés tels que moyenne (des moindres carrés) + erreur type, sauf si spécifié
autrement. Le coefficient de corrélation de Pearson a été calculé entre chaque antibiotique testé.
Un test de chi-deux exact a été réalisé pour comparer le nombre de porcs par groupe pour
lesquels les comptes bactériens sont restés sous la limite inférieure de détection durant toute la

période d’administration d’EFX.
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Abstract

This study evaluated, for the first time, the selection of antibiotic resistance in fecal Escherzchza coli, a potential reservoir of genes
of resistance, during the prolonged exposure to fluoroquinolones after the 1mplantat" n'of a local drug delivery system (LDDS)
in a swine model. Fourteen pigs were randomly assigned to group IM (5 mg/kg/day of intramuscular enrofloxacin — EFX)
or LD (surgical implantation of EFX-polymethyl-methacrylate peri-femoral im s). Bléod samples were collected daily for
determination of plasma EFX and ciprofloxacin (CFX) concentrations. Fecal s& e collected daily to determine the
E. coli counts and the susceptibility patterns of its isolates as evaluated by antibiotic- diffusion tests. In both groups, EFX
administration significantly reduced the bacterial counts after 2 days.-During recolo 1, the bacterial counts remained
lower than baseline in group IM but not significantly, and almost reached pre-treatment levéls in group LD. Susceptibility to
EFX, CFX, and nalidixic acid of recolonizing E. coli in LD pigs slightly decreased but remained within the limit of “susceptible”
isolates. In contrast, quinolone susceptibility of recolonizing E. coli in IM pigs dropped dramatically (P < 0.0001). In addition,
intramuscular exposure to fluoroquinolones significantly decreased the susceptibility of E. coli to ampicillin and trimethoprim-
sulfamethoxazole (P < 0.05). In conclusion, the use of a dosing regimen that minimized the intestinal output of fluoroquinolones
also minimized the selection of resistance to several classes of antibiotics. This could represent another advantage of LDDS usage
compared to long-lasting systemic administration of fluoroquinolones.

Résumé

x antibiotiques chez des isolats fécaux d’Escherichia coli, un réservoir
potentiel de génes de résistance, durant une exposztton prolongée 4 a omquinolones apres U'implantation d'un systeme d’administration
locale de médicaments (LDDS) dans un modéle porcin. Quatorze porc it été assignés au hasard au groupe IM (5 mg/kg/jour d’enrofloxacin
[EFX] par voie intramusculaire) ou LD (mise en place chtrurqzcnle{gfémz implant péri-fémoral d’'EFX-polyméthyl-méthacrylate). Des
échantillons sanguins ont été prélevés quotidiennement afin de déterminer les concentrations plasmatiques d’EFX et de ciprofloxacin (CFX).
Des échantillons de feces ont été collectés quotidiennement afin de dénombrer les E. coli et déterminer les patrons de sensibilité des isolats
tels qu’évalués par la néthode de diffusion en gélose. Dans les deux groupes, l'administration d'EFX a réduit significativement les comptes
bactériens aprés 2 jours. Au cours de la recolonisation, les comptes sont demenirés mjerzeurs de maniére non-significative d la valeur de
base dans le groupe IM, et ont presque atteint les niveaux prétraitement dans le groipe LD. Chez les porcs LD la sensibilité a 'EFX, CFX
et l'acide nalidixique des E. coli recolonisant a diminué légérement mais est demeurée a Uintériewr de la limite pour les isolats «sensibles».
A l’opposé, chez les porcs du gron il sensz’bilité aux quinolones des E coli recolonisant a chuté dmmatiquement (P < 0 0001) De

Pour la premiere fois une étude a évalué la sélection de résistanc
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Introduction

Musculoskeletal infections can be difficult to treat with systemic
antimicrobials because of their limited penetration into the devascu-
larized tissues and biofilms that may be present at the infection site
(1,2). The current therapeutic approach for such infections includes
an aggressive surgical debridement, removal or change of fixation
devices without impairing bone stability, soft tissuc coverage, and
long-term systemic antibiotic therapy, with a success rate varying
between 80% and 90% (3,4). To improve this treatment response,
local drug delivery systems (LDDS) have been developed, to allow
a sustained high-level local antibiotic concentration at the infec-
tion site (1,2,5). Although elution characteristics can vary greatly
among different antibiotic and LDDS combinations, the systemic
absorption of the chosen antibiotic is generally poor, which leads
to sustained low plasma drug concentrations and minimal risk
of systemic toxicity (2,5,6). The systemically absorbed antibiotic,
however, may provide concentrations within the mutant selection
window (MSW) of various bacteria, a theory that has been proposed
to explain how exposure to antibiotics leads to the selective enrich-
ment of resistant cell subpopulations (7-11). In the case of veterinary
fluoroquinolones, the risk of resistance selection may be significant,
because P-glycoprotein has been shown in vivo to contribute to the
intestinal excretion of this class of antibiotics (12). Hence, parenter-
ally administered fluoroguinolones may exert a selective pressure on

48

in separate pens, and did not have any direct contact with pigs in the
other group. The pigs were fed twice daily with an antibiotic-free
commercial pig feed, and had unlimited access to water. Pigs were
allowed to acclimatize for 4 d before experiment initiation on day 1.
Operators always went through a rigorous disinfection procedure
before entering and exiting the unit and between manipulations to
avoid cross-contamination. The protocol was in agreement with the
Canadian Council or}‘%;\imal Care guidelines and was approved by
the Institutional Aninyal Care and Use Committee of the Université
de Montréal. /

Drugs and

An injectable solutié enrofloxacin (Baytril; Bayer, Toronto,
Ontario), 100 mg/mL, wa iited for EFX administration. The EFX-
loaded PMMA implants were prepared in a sterile fashion by add-
ing 6 g of EFX powder (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario) to 40 g of
powdered polymer (Surgical Simplex P Radiopaque Bone Cement;
Howmedica, Limerick, Ireland). The combination was homogenized,
the liquid monomer was added, and the soft EFX-PMMA mixture
was poured into 3-mL syringe barrels, Plungers were then inserted
and depressed to the 0.7 mL mark to expel air and excess cement
(27). The cement in the syringe was allowed to harden to produce

the intestinal microbiota, including Escherichia coli and other bagt iﬁtm_soo mg cylindrical EFX-PMMA implants that were 9 mm in diamcter,

species with zoonosis potential. ‘
While several studies have investigated the potential role"

LDDS in the sclection of antibiotic resistance among pathogensts

(13-20), none to our knowledge has evaluated the impact of the
prolonged systemic antibiotic concentrations near M5W on com-
mensal flora. Resistance sclection among pathogenic bacteria is
of concern as it increases the risk of infections that are refractory
to classical treatments, which limits the therapeutic possibilities
of practitioners. Moreover, the selection of resistance among com-
mensal flora is equally of concern because of its insidious role as
a reservoir of genes of resistance (21,22). Many reports in human
and veterinary medicine have highiighted the potential for these
resistant commensal bacteria tg/ fransf sistance genes to any
incoming pathogen or to thenisélves, | 182t the possibility of

¥

infection (23-26). Y- A

The objective of this study w i%‘i;gﬁiéstigate the selection of bacte-
rial resistance in the fecal E. coli ﬂt;&;égé;%ggiswine model during local
administration of enrofloxacin (EFX) by %DS, and to compare the
results to intramuscular (IM) EFX injections. 1t was hypothesized
that the EFX-loaded LDDS used in this model would lead to plasma
drug concentrations of EFX that would be low enough to avoid any
bacterial resistance selection in the fecal flora, as opposed to that

from the IM administration of EFX.

Materials and methods

known/not to have had previous exposure to antibiotics.

‘ourteen, 4-8:Week-old healthy pigs (13.6 * 5.9 kg) were used .

#ilong, and contained ~65 mg EFX.

Experimental procedures
.On day 7, pigs received IM injections of azaperone [2 mg/kg

body weight (BW)], ketamine (8 mg/kg BW), and hydromorphone

(0.1 mg/kg BW). Anaesthesia was induced using a face mask deliv-
ering 1-3% isoflurane in 100% O,, and then continued via an endo-
tracheal tube. No antibiotic prophylaxis was applied because this
would interfere with the study’s objective. An indwelling cathetet
was placed in the left external jugular vein for serial blood collection.
In the LD group, the lateral aspect of the left femur was approached
to place 7 peri-diaphyscal EFX-PMMA implants/10 kg BW.

From days 7 to 21, pigs in the IM group received IM injections of
EFX at a dose of 5 mg/kg BW, q24h, adjusted twice a week based
on increase in body weight. Pigs in the LD group reccived no other
antibiotic after their peri-femoral EFX-PMMA implants.

[n all pigs, blood was collected in EDTA tubes on 8 occasions dur-
ing the first 32 h of treatment (from day 7 to day 8), and then was
collected once daily between days 9 and 21, before the morning EFX
[M injections. Plasma was harvested after centrifugation and stored
at -70°C pending analysis.

Fecal samples (20 g) were collected once daily from fresh feces or
rectally. Samples taken between days 1 and 6 were used to determine
the bascline conditions, and samples taken between days 7 and 21
were used to document the time-course of the E. coli population
size and antibictic susceptibility of isolates during exposure to EFX.
After collection, all samples were kept at 4°C until homogenized and
plated (within the next 6 h).

At day 21, all pigs were euthanized by barbiturate overdose
injected intravenously. For practical reasons, experiments were
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divided into 2 separ.ate time blocks, such that 2 subgroups of 3 or
4 pigs from each treatment group were studied simultancously.

Plasma enrofloxacin and ciprofloxacin
concentrations

A liquid chromatography, electrospray-tandem mass spectrom-
etry (LC-ESI/MS/MS) method was developed to measure the
plasma concentrations of EFX and its active metabolite ciprofloxa-
cin (CFX) simultaneously. Briefly, the EFX and CFX were extracted
by protein precipitation from plasma. One hundred microliters of
plasma sample were mixed with 500 pL of acetonitrile fortified
with 250 ng/mL of reserpine (internal standard). The samples were
centrifuged at 12 000 g for 10 min and 10 wL of supernatant was
injected into the HPLC system, fitted with a Waters Symmetry C18
150 X 3.9 mm column (3.5 wm particule size). The mobile phase
was a 80:20 mixture of acetonitrile and 0.5% formic acid in water
and the flow rate was 0.8 mL/min. The analytes were measured by
mass spectrometry using a PESciex AP 3+ instrument equipped
with an electrospray ion source (ESI). The analyte responses were
mcasured in sclected reaction monitoring mode (SRM) using mass
transitions of m/z 360—316 (EFX), m/z 332—245 (CFX), and m/z
609—174 (reserpine). The quantification was based on the peak-area
ratios of each analyte with the internal standard, and the calibration
curve was constructed using a linear regression model (weighted
1/concentration). The lower limit of detection of the method was
2 pg/L for both analytes, with overall accuracies and precisio’%%’f
100.3%, 10.5% for EFX and 98.7%, 8.4% for CFX.

Microbiological analyses

The daily fecal Escherichia coli counts were performed according to
standard procedures on MacConkey agar. For each sample, 20 g of
feces were homogenized in a sterile bag by hand mixing for 1 min,
and 5 g were diluted in sterile saline (1:10). The direct plating method
(DPM) for detection of antimicrobial-resistant E. coli was carried out
(28). Each dilution (100 wL) was plated onto a MacConkey Agar plate
(Quelab Laboratories, Montreal, Quebec) to yield isolated colonies.
Bacterial growth was examined after overnight incubation at 37°C for
lactose-fermenting colonies with a mo#phological appcarance typical
of E. coli. For each fecal sample, &uch colonies were selected at ran-
dom and purified on 5% sheegérlgifood agg%@%& L{gboratories) and
confirmed with triple iron sugana ate agar4iidole and urcase
tests (29). One out of 10 isolagt\é i pical morphology or with
typical biochemical patterns of E. ¢ s, further characterized on
API20E galleries (Biomérieux, HazelwoodsiMissouri, USA) (30). The
antimicrobial susceptibility of E. coli isolates was determined using
the disk diffusion method, standardized according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute guidelines (31). The following
antibiotics were used: EFX, CFX, nalidixic acid, ceftiofur, amoxicillin,
ampicillin, streptomycin, gentamicin, apramycin, trimethoprim-
sulfamethoxazole (TMS), florfenicol, and tetracycline. After overnight
incubation at 37°C for 16 to 18 h, the inhibition zone diameters (mm)

of eatiafity

biotic were measured using a standard ruler.

ietic and statistical analyses

of plasma EFX and CFX concentrations in pigs
the LDDS were subject to statistical moment PK
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analyses using WinNonlin 5.1 standard e “Bharsight, Palo
Alto, California, USA) (32). The linear tﬁgpezoid alg
applied to estimate the areas under the concentration (AUE)
first moment curves (AUMC) associated with the first IM dosing,
and with the LDDS implantation. Extrapolation to infinity of AUC
and AUMC was performed with standard formulas after estima-
tion of the terminal decay slope (X)). The following PK parameters
werc calculated: apparent systemic clearance (CL/F) and volume of
distribution (V/F), mean residence time (MRT), and half-life of the
terminal decay slope (t1/2 — \)). In addition, the overall systemic
cxposure to EFX angw X was estimated with the measured AUC

B

for the whole study/period.

Statistical analﬁ;‘és werg%erformed with the SAS system, ver-
sion 9.1 (SASég: tute,zgééry, North Carolina, USA), using the
r all analyses. All daily fecal E. coli counts
ormalize their distributions and include
in the analysis. In each pigslito 4 samples were randomly chosen
per period for susceptibility testing, depending on the duration of
each period and the presence of recovered colonies. Three colonies
were tested per sample and averaged. Inhibition zone diameters
were also log10 transformed, and the assumptions of normality
necessary to perform a parametric analysis were fulfilled. The data
are still presented without transformation [mean and (S,)] in the text
or figures. Accounting for the diameter of the antimicrobial disks,
the minimal value for reported inhibition zone diameter was 6 mm.
The time-course of the size of E. coli population and the antibiotic
:gf)tl ility of their isolates was divided in 4 periods, based on the
Observed fecal E. coli counts: (1) baseline, days 1 to 6, (2) antibiotic
first exposure cffect, day 7 to time of undetectable bacterial count,
) bactericidal equilibrium, duration of undetectable bacterial
unts, and (4) regrowth equilibrium, time of bacterial resurgence to

were log10 transformed;

day 21. The cffect of EFX dosing routc on the duration of periods 2

and 3 was assessed with a survival analysis, using the log-rank test at
the 0.05 a-level to focus on the late differences in E. coli recovery (33).
Linear mixed-effect models for repeated mcasures, with time periods
1,2, and 4 as a within-subject factor, treatment as a between-subject
factor, and pig within treatment as random variable, were used to
assess the changes in E. coli count and inhibition diameters over time.
The time X treatment interaction was also assessed as a fixed effect.
Afterwards, least-square means were used to examine differences
in the time-course of the size of the bacterial population and of the
inhibition zone diameters, as well as the differences recorded for
each treatment group. Results are presented as least-square means =
standard crrors unless otherwise specified. Pearson corrclation coef-
ficients were determined between antimicrobials.

Pigs gained 6.57 * 2.85 kg during the experiment and none dem-
onstrated any major systemic or local adverse reactions.

Plasma enrofloxacin and ciprofloxacin
concentrations

Mean plasma EFX and CFX concentrations in groups LD and IM
are presented in Figure 1, and selected PK parameters are presented
in Table I. Plasma EFX concentrations in LD pigs were on average
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Figure 1. Mean plasma enrofloxacin and ciprofloxacin concentrations in
IM and LD pigs.

4.5% as high as those in IM pigs, and plasma CFX concentrations
were on average 8.5% as high as those of EFX in each treatment
group. Plasma EFX concentration peaked at similar times in both
treatment groups, but its decay in LD pigs was clearly biphasic,
with a sharp decrease during the 2 d following t_, , and a slope with
8.76-day half-life that lasted for the rest of the experiment (Table I).
In both treatment groups, the time-course of plasma CFX concentra-
tions was similar to that of EFX but the plasma CFX concentrations
below the quantification limit in some LD pigs.

Fecal Escherichia coli counts

The course of fecal E. coli counts is depicted in Figure 2. Dut:
the baseline period (from days 1 to 6), this bacterial populati
averaged 10°7 * 10942 and 105% £ 102 CFU/g in LD and IM pigs,
respectively, which was significantly different (P = 0.019). The
administration of EFX, either intramuscularly (IM) or locally (LD),
markedly reduced the size of the fecal E. coli population during
the next 2 days (first exposure effect period), resulting at its end in
counts below the limit of detection of 100 CFU/g. The duration of
the first effect period was not significantly different between groups
IM and LD (2.43 * 0.48 d and 1.71 % 0.18 d, respectively, survival
analysis P = 0.17). However, the duration of the bactericidal equilib-
rium in LD pigs was significantly lessithan in IM pigs: 457 + 0.72d
versus 8 % 1.66 d, respectively (ﬁiﬁéﬁfgsm P =0.037). Finally,
the fecal E. coli counts during;t? days Qf tfh&r};@r wth equilibrium
period were lower (but not si‘éi i fi iver) thanithosc of bascline
values in group IM (P = 0.083 most reached pre-treatment
levels in group LD (P = 0.1116). Tho %&ﬁ% t statistically significant,
the number of pigs per group for which acterial counts remained
below the detection level during the entire experiment differed

between group LD (0/7 pigs) and IM (3/7 pigs).

£

Escherichia coli susceptibility to EFX
simultaneously

The results of fecal E. coli isolates susceptibility to EFX, as esti-
mated from growth inhibition zone diameters, are presented in
Figuy&i3Significant effects of the groups and time periods were
identified (P20,001). In group LD, susceptibilities during period 2
were not significantly different from baseline values (354 = 1.1 mm,
.6474), but r“ﬁched statistical significance in period 4 (P = 0.05).

owgver, th isolates remained susceptible to EFX according to'
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CLSI guidelines. In group IM, EFX suscept{; i eriod 2 was
not statistically different from baseline (35:2°* 1.1 mm,
but dropped dramatically during period 4 (P < 0.0001). The?
isolates recovered from IM pigs during the regrowth phase were
resistant to EFX. The significant time X treatment interaction on
the susceptibility of E. coli isolates to EFX was restricted to period 4
(P < 0.0001).

Escherichia coli susceptibility to other quinolones

The results of fecal E. coli isolates susceptibility to CFX and
nalidixic acid were similar to those described for EFX for both
groups. Significanffeffects of treatment, time, and treatment X
time were recordéd”(P < (30001 for both drugs). Compared with
baseline valucngiig;su ptibility of E. coli isolates to CFX and
nalidixic acid in"the’L.B) pigs experienced no significant variation
at period 2 (P > 0.78)ibut,significant decreases were recorded at
period 4 (P, =< 0.025). The aviérage inhibition zone diameters of CFX
and nalidixic acid for the latter isolates, however, were still > 21 mm
and > 18 mm, respectively, indicating that they were still susceptible.
Similar findings were recorded for IM pigs: bascline inhibition zone
diameters were 38 % 1.1 mm for CFX and 26.4 = 1.1 mm for nalidixic
acid, within-group differences for period 2 were not statistically
significant (P = 0.352), but significant decreases were recorded at
period 4 (7 = 1.1 mm and 7 * 1.1 mm respectively, with P < 0.0001
for both). The statistically significant time X treatment interaction
was limited to inhibition zone diameter differences for the regrowth
seriodP < 0.0001). Pearson correlation coefficients were excellent
mong all 3 fluoroquinolones tested: 0.98 between EFX and CFX,
0.96 between EFX and nalidixic acid, and 0.95 between CFX and
nalidixic acid.

“Escherichia coli susceptibility to other antibiotics

The results of fecal E. coli isolates susceptibility to amoxicillin and
ampicillin are presented in Figures 4 and 5, respectively. Susceptibility
for amoxicillin and ampicillin were subject to a significant time effect
(P =0.0207 and P = 0.0003, respectively). In the LD and IM pigs, no
significant difference in amoxicillin inhibition zone diameters was
recorded for exposure periods 1,2, and 4 (P > 0.1313 and P > 0.0611,
respectively). In contrast, ampicillin susceptibility of E. coli isolates
recovered from IM pigs decreased at period 4 (P < 0.0005) while
ampicillin inhibition zone diameters from LD pigs decreased slightly,
but significantly, during period 4 compared with period 2 (P = 0.0357).

. Pearson correlation coefficients were 0.29 between EFX and amoxicil-

lin, and 0.56 between EFX and ampicillin.

The results of fecal E. coli isolates susceptibility to TMS are pre-
sented in Figure 6. Treatment, time and treatment X time effects
were also found for TMS (P < 0.02). Inhibition zone diameters
for the E. coli isolates recovered from period 4 were significantly
smaller than those of isolates from period 1 (P = 0.0412 for LD and
P =0.0003 for IM), and the difference between periods 2 and 4 was
significant for IM pigs (P = 0.0016). The treatment X time interaction
was limited to period 4, where isolates from LD pigs had inhibition
zone diameters close to baseline values, as opposed to those from
IM pigs, in which inhibition zone diameters were mostly less than
baseline values (P < 0.0023). Pearson correlation coefficient between
EFX and TMS was 0.78.
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Table 1. Selected pharmacokinetic parameters in groups LD and IM
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Enrofloxacin

Ciprofloxacintw

Parameter Units LD M LD M

AUC, ., h - (ng/L) — 6344 = 3625 451.8 ¥ 239.4
AUC) o561 h - (ug/L) 2100 * 229 90079 * 51277

A2 /h 0.005 £ 0.003 0.081 * 0.046

C,ax g/l 26.4+25 499.7 * 348.6 51 *3.5 275X 6.6
tac h 34*19 3.3 +21 13.3 +11.9 8320
MRT h 301.28 * 100.79 19.38 + 5.96

t1/2 = \p h 210.16 11.97

CL/F L/(h - kg)- 0.0017 * 0.0003 0.0007 = 0.0003

V/F L/kg 0.514 * 0.065 0.015 * 0.012

@ Normal distribution.

® Harmonic mean and jackknife estimate of standard deviation.
— Area under the curve for the first 24 h; AUC

AUCo-'zan
A, — terminal decay slope; C__.

CL/F — apparent systemic clearance; V/F — volume of distribution.

E. coli count [log10(CFU/g)]

First eftecl Baclencidal Regrowth

Enrofloxacin exposure phase

Pre-exposura

Figure 2. Evolution of the faecal Escherichia coll population slze (least-
square means, and standard errors).

LOD — lower limit of bacterial detection.
a,b — least-square means with different superscripts significantly differ

Susceptibility to ceftiofur, gent:
apramycin, and florfenicol
variations were observed fég
correlation coefficients were fou
(0.87) or ampicillin (0.86).

During the last decades, LDDS have gained popularity in the
prophylaxis and treatment of human and animal osteomyelitis and
infected articular prosthesis. However, there has been more and more
concern about their ability to select antibiotic resistance in patho-
gemc bacterla (13-17), a problem that is favoured by the production

At

his study was on the effect of prolongcd low sys-
concentrations following a LDDS implantation on
n from the commensal fecal flora, which to our

— maximal concentration; t
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urve for the entire project;
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Flgure 3. Evolutlon of Escherlchla coll susceptibllity to enrofloxacin (least-
square means, and standard errors).

a,b,c — least-square means with different superscripts or subscripts
significantly differ (statistical analysls was performed on log transformed
values)

Our LDDS was designed to achieve 2 objectives: 1) to achieve low
systemic antibiotic concentrations over a prolonged period of time,
and 2) to mimic clinical situations where, most of the time, clinicians
design and shape their own LDDS implants according to bacterial
susceptibility and room available for implantation. Enrofloxacin
and PMMA arc clinically relevant choices for this purpose: EFX is a
fluoroquinolone efficient against staphylococci and Gram-negative
bacteria, which are the main infectious agents implicated in post-
traumatic osteomyelitis; PMMA is still considered the LDDS matrix
gold standard until an affordable and convenient resorbable matrix
becomes available (1,3,35-37). Moreover, low serum EFX concentra-
tions were measured throughout the study with our EFX-PMMA
LDDS, similar to most LDDS described in the literature (35,37). It is
known that the material used as a matrix, the shape, porosity and
volume of the implants, as well as the nature and concentration of
the chosen antibiotic all influence the elution properties of LDDS
(5,6,27,38-40). The plasma EFX concentrations measured after
implantation typically followed a biphasic pattern with a quick
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Flgure 4. Evolution of Escherichla coll susceptibility to amoxicillin — least-
square means and standard errors (statlstical analysls was perfoermed on
log transformed values).
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Trimethoprim-sulfamethoxazole exposure phase

Flgure 6. Evolutlon of Escherichia colf susceptibllity to trimethoprim-
sulfamethoxazole — least-square means, and standard errors.

a,b,c,d — least-square means with different superscripts or subscripts
significantly differ (statistical analysis was performed on log transformed
values})

release during the first 24 h solvatlon of the
fraction of antibiotic that is {&
Afterwards, elution from deeper yers may have sustamed the
plasma EFX concentration. In vitro and{ocal in vivo elution studies
and microscopic porosity evaluation o5 Ig7have been performed
to 1) more precisely describe the characteristics of our EFX-PMMA
LDDS, and 2) verify that our LDDS was providing higher concen-
trations at the site of interest than the IM route for the trcatment
duration. Various studies have reported systemic or local in vivo
elution characteristics of different LDDS and have compared them
to local concentrations obtained by systemic antibiotic administra-
tion (6,38,40). Adams et al (6) reported good granulation tissue and
EXreancentrations (above break point sensitivity level) 28 d

nioroquinolones can occur mainly by 3 mecha-
permeability of the bacterial cell wall caused by
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Figure 5. Evelutlon of Esc:g}y}c {a coll susceptibliRy to ampicillin (least-
square means, andetindatd errors).

with different superscripts or subscripts
ysls was performed on log transformed

a,b,c — least-square ear
significantly differ {statist
values}

alterations of the hydrophilic pores (outer membrane proteins), 2) an
efflux pump, which actively transports the fluoroquinolone molecule
out of the cell as it approaches or passes through the bacterial mem-
brane, and 3) mutations in the genes encoding the GyrA and GyrB
enzyme subunits of DNA gyrase and the ParC and ParE subunits
of topoisomerase 1V, thus altering the quinolone molecule’s bind-
ing site (14,35,41,42). The genetic determinants associated with our
ridedrchanges in antibiotic susceptibility patterns will be reported
a separate communication. For resistant mutants to develop in
the environment, favorable events like an exposition of the bacterial
population to sub-bactericidal concentrations of the incriminated
antibiotic, a sufficient energy metabolism to support a plasmid
acquisition and a positive biologic balance of a mutation, or both, are
required, among other possibilities. The mutant selection window
(MSW) is an antimicrobial concentration range extending from the
minimal concentration required to block the growth of wild-type
bacteria up to that required to inhibit the growth of the least suscep-
tible, single-step mutant (7,8). [t has been demonstrated that plac-
ing antimicrobial concentrations inside the MSW enriches resistant
mutant subpopulations selectively, whereas placing concentrations
above the upper boundary of the window, also called the mutant
prevention concentration, restricts selective enrichment (7,8). We
observed a temporary but significant first antibiotic exposure effect
of our LDDS on the total E. coli count from the 2nd to the 4th day
post-implantation. This effect could be explained by the EFX peak
release (26.4 * 2.5 ng/L) reached in the first 3 to 4 b, which is near
thc E. coli minimum mhlbltory concentration (MIC) (30-125 pg/L)
(35). Through intestinal excretion of EFX via P-glycoproteins, this
initial burst effect could have had a temparary impact on the fecal
flora. Howcever, only a slight change in EFX isolates susceptibility
of the E. coli population was observed after implantation of the
LDDS. This could be explained by the \}ery short duration of the
systemic peak EFX concentration following LDDS implantation,
presumably not enough to allow a sustained selection. Although a
slight decrease in susceptibility was observed during the period of
bactericidal equilibrium, it stayed largely above the “intermediate”
sensitivity threshold. Even if this may not seem clinically relevant,
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these results demonstrate that a change in the E. coli isolates EFX
susceptibility did occur, and that the use of a LDDS should be well
justified, especially for prophylaxis where excessive usage happens
more often.

In contrast, the susceptible E. coli population was completely
replaced by presumably highly resistant variants during IM admin-
istration of EFX. This result was expected, and was in agreement
with those of Wiuff et al (43). The EFX resistant E. coli isolates were
most likely selected from pre-existing mutants initially present in
low frequencies (43). This would mean that IM administration of
5 mg/kg BW EFX led, for some of the pigs, to fecal concentrations

above the MSW (the 3 pigs for which the E. coli population was

completely and durably depleted), whereas for others it presum-
ably led to concentrations inside the MSW (the 4 pigs for which the
E. coli isolates population recovered with resistant strains) (9-11).
Although a mild decrease in susceptibility to various antibiotics was
found after the use of our LDDS, this change was dramatically more
important during the IM administration of EFX. For similar or bet-
ter efficacy for treating severe bone infections, where antibiotics are
mandatory, LDDS seem to be more advantageous than the IM route
of administration for the antimicrobial resistance selection of resident
microflora (2,4,37). Furthermore, based on comparisons of resistance
sclection between the IM and oral administrations of EFX previously
published, this may also be more advantageous than the oral route
of administration (43). All pigs were euthanized at the end of the
study, preventing any follow-up of the susceptibility pattern {f%

tant phenotype of fecal E. coli would persist and predominate for
at least 2 wk or even longer after only 3 consecutive days of oral or
IM EFX administration.

It is known that resistance to 1 quinclone frequently results in
resistance to all (35), as seen in our study with CFX and nalidixic
acid. However, some significant variations of E. coli susceptibility to
other classes of antibiotics tested during EFX administration were
observed. Some mutations that confer resistance to the fluoroquino-
lones, via alterations in permeability or activation of the efflux pump
can confer resistance to other antimictobial agents; however, previ-
ously reported "cross—resistancié;,}‘durmgf uoroquinolone adminis-
tration concerned the cephalggpérins anditetradyclines (35). To our
knowledge, this is the first rést of amﬁieillin FTMS resistance
development induced by the adm; ation of EFX. As previously
reported, the mechanisms implic;% in-these “cross-resistances”
could potentially concern the marRAB regulon, responsible for the
number of porines in the external membrane or the AcrAB-TolC
efflux pump system in the cytoplasmic membrane (41). We were
surprised by the discrepancies of bacterial susceptibilitics between
amoxicillin and ampicillin during period 4, as these 2 antibiot-
ics belong in the same class and are often used interchangeably.

Although this could potentially result from a type o statistical error,
it could also be explained by a difference in their respective affin-

bacterial permeability has occurred (44). Given
inities for PBPs between ampicillin (PBPs 2 and 3)

e
E. coli population after stopping EFX IM administration. IW{owe‘vigm;,m3
this has been studied by Wiuff et al (43) who reported that the resig: ™

o
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and amoxicillin (PBPs 1A and 2), modifica
PBP could theoretically affect bacterial susceptibilit
cillin but not the other (45). However, these hypotheses
confirmed. Our next communication will report the precise nature
of the mutations involved in the mechanism of resistance to assess
their relative location/interactions with those involved in resistance
against fluoroquinolones.

The M and local administration of EFX logically resulted in a
marked difference in the systemic exposure to this antibiotic and
its metabolite CFX, as estimated by the area under the curve (AUC;
Figure 1, Table I). Thigzresulted in a difference in the exposure of the
fecal flora to both EE2¢and CFX, but because none of these drugs was
Y nous@t is not possible at this stage to assess
netabglism, and disposition pharmacokinetics,
or their respective confributions to the selection of fecal resistant
bacteria. However, it wasifelt that having a “clinical-based” model
with different overall. EFX<d 3ges (which is inherent to the specific
mode of action of the LDDS and its administration route) would be
more representative and clinically relevant than a “pharmacological-
based” model where both IM and local overall doses would have
been equal. Moreover, the dosing regimens herein revealed that the
mutant selection window has a lower boundary in vivo, both in
terms of amount and duration of drug exposure. A negative control
group was not used in our experimental design because the rate of
fluoroguinolone resistance mutation in E. coli was expected to be
w in group LDDS and not detectable in the absence of selection
Moreover, given the highly controlled environment of the
gs during the study (room temperature and humidity, light cycle,

e particular
peni-
o be

administered int
their absorptig

# disinfection procedure, etc.) we felt that having each individual
s being its own negative control would be valuable and more accurate.
wSince the difference in baseline E. coli counts between both groups

was statistically significant, a higher probability of mutation could
have theoretically biased group IM and affected our results, Genetic
mutations responsible for antimicrobial resistance, however, are
random events occurring at very low frequencies (10 to 107 for the
fluoroquinolones), which suggests that the risk of bias in our study
was negligible (46). Finally, we are aware that conclusions regarding
the rate of exposure of fecal E. coli to EFX and CFX produced with
our implants are difficult to transpose to other LDDS. As previously
mentioned, each combination of antibiotic and matrix presents spe-
cific elution propertics that may vary greatly, and additionally be
subject to host effects. Moreover, fluoroquinolone resistance usually
occurs through stepwise accumulation of point mutations, which is
quite different from most other resistances mainly caused by one-
step acquisition of a resistance gene (14,35,41,42). Future research
is warranted on other antibiotic/matrix associations to confirm our
observations and increase our understanding of this topic.

This study evaluated, for the first time, the development of anti-
biotic resistance in E. coli isolates from the commensal flora, indica-
tor micro-organism and potential reservoir of genes of resistance,
following the use of a LDDS. We showed that the implantation of
EFX-loaded PMMA implants has minimal potential to select for
antimicrobial resistance within the studied fecal E. coli isolates in a -
swine model. Although implantation of our LDDS led to a tempo-
rary decrease in the total count of the fecal E. coli population, the
intestines were rapidly recolonized by a population of E. coli with a
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very slightly decreased antimicrobial susceptibility pattern. Even if
the changes in susceptibility were minor, this finding dictates proper
justification of LDDS usage for prophylaxis. Also, the largely inferior
variations in susceptibility for group LD versus IM could represent
another advantage of LDDS usage compared to long-lasting systemic
administration of fluoroquinolones. Finally, further studies implying
other antibiotic-matrix combinations and flora would be interesting
to complement our observations.
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Chapitre quatriéme

AUTRES RESULTATS



1. Généralités

Deux porcs du groupe O sont morts durant la chirurgie suite a des complications
anesthésiques d’ordre respiratoire. Le nombre d’individus par groupe était donc de 7 dans les
groupes L et M et 5 dans le groupe O. Tous les porcs ont présenté un bon état général ‘durant la
durée de 1’étude. Du kétoproféne a été généralement administré durant ies trois premiers jours
post-opératoires sur la base des scores de douleur. Aucun effet secondaire systémique ou local
lié a I’administration d’EFX n’a été observé.

Les résultats pour les groupes L et M ayant €té rapportés dans la publication au Canadian

Journal of Veterinary Research, seuls ceux du groupe O seront ici présentés.

2. Concentrations plasmatiques en enrofloxacine et

ciprofloxacine

Les concentrations plasmatiques maximales en EFX ont été obtenues a des temps
similaires dans les trois groupes (Figure 9). Les schémas d’administration quotidienne par voie
IM et PO ont permis I’atteinte un niveau d’exposition plaématique a P’EFX stationnaire, avec une
1égére accumulation par rapport & la premiére dose (% accumulation = 1/(1-¢*"") ~ 130% pour
une administration quotidienne, si ’on applique les valeurs de demi-vie du Tableau IV). Les
concentrations plasmatiques d’EFX associées a la voie locale sont environ 10 fois moindres que
celles des deux autres voies, qui donnent des profils similaires.

Les mémes observations peuvent étre rapportées pour les concentrations de CFX (Figure
10) sauf pouf ce qui est de I’accumulation : nous n’avons pas administré de CFX parentérale,
donc nous ne savons pas si la demi-vie apparente est déterminée par I’excrétion de CFX ou par
le taux de conversion métabolique d’EFX en CFX. Le ratio des AUC de CFX sur EFX qui
témoigne du métabolisme de cette derniére est d’environ 5% pour la voie orale, ce qui est

comparable aux voies locale et IM (environ 8,5%).
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Tableau IV : Paramétres pharmacocinétiques de 1’enrofloxacine et de la ciprofloxacine des

groupes O, M et L.
Paramétres ENROFLOXACINE CIPROFLOXACINE
(Unité) [6) M L [3) M L
AUC 4 8482 6344 411.9 455.4
(hepg/mL) 3816 £3625 +£209 +162.6
AUCy15, 158686 90079 2100 560
(hepg/mL) 90862 £51277 £229 +473
A0 0.061 0.058 0.005 )
(/h) +0.025 +0.019 +0.003
Crnax 838 499.7 26.4 26.6 27.5 5.1
(el +208 +348.6 £2.5 +12.7 +6.6 £3.5
. " 3.6 © 33 3.4 7.6 8.3 13.3
N ) Y 421 419 126 2.0 +11.9
MRT 19.70 19.38 301.28 ] ]
(h)’ +7.79 +5.96 +100.79
T2, " (h) 11.4 11.97 150.1 -
CL/F 0.0005  0.0007 0.0017 ]
(L/kg)  +£0.0001  +0.0003 ~ =+0.0003
V/F 0.010 0.015 0.359
(L/kg) +0.007 £0.012 £0.045

3. Comptages bactériens d’E. coli fécaux

Durant la période contrdle, la population bactérienne d’E. coli dans le groupe O était de
10*%6+10%°¢ CFU/g, non significativement différente de celle des groupes M et L (p=0.43 et
0.12). L’administration d’EFX par voie orale a entrainé, de maniére identique aux deux autres
voies, une diminution marquée de la population d’E. coli fécaux durant les deux jours suivant la
premicre dose (période de premier effet) jusqu’a des valeurs inférieures au seuil de détection
(100 CFU/g); La durée de la période de premier effet dans le groupe O était de 1.75+0.25 jours,
comparativement a 2.43+0.48 jours et 1.71+0.18 jours pour le groupe M et L respectivement
.(analyse de survie : p=0.3 et 0.9). La durée de la période de bactéricidie était de 9.5+2.18 jours,
significativement supérieure a celle du groupe L (4.57+0.72 jours, analyse de survie : p=0.031)
mais non significativement différente de celle du groupe M (8+1.66 jours, analyse de survie :
p=0.77). Durant la période de recroissance bactérienne, cette population n’était pas

significativement différente de la valeur contrdle (10°°+10%% CFU/g, p=0.61).
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Figure 11 : Comptages bactériens d’E. coli fécaux obtenus dans les groupes L, M et O.
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LID : limite inférieure de détection bactérienne. a,b,c : différence significative entre lettres différentes.

Il est & noter qu’un des porcs du groupe O n’a présenté aucune variation significative des
comptages d’E. coli durant toute la durée de I’étude. Ce porc présentait selon toute
vraisemblance une population bactérienne déja résistante a I’EFX préalablement a notre projet.
En I’excluant, le nombres de porcs par groupe pour lesquels les comptes bactériens sont restés
sous la limite inférieure de détection durant toute la durée d’administration d’EFX était de 0/7
(0%) dans le groupe L, 3/7 (43%) dans le groupe M et 3/4 (75%) dans le groupe O (différence
significative entre les groupes L et M, p=0.03).

4. Sensibilité et résistance des bactéries E. coli

Concernant ’EFX, un effet temps, un effet groupe et une interaction groupe X temps
sighiﬁcatifs ont été mis en évidence dans le groupe O (p<0.001). Dans le groupe O, les diamétres
d’inhibition n’était pas significativement différent entre la période contrdle et celle de premier
effet (p=0.73) mais I’étaient entre la période contrdle et celle de recroissance (p<0.0001). Durant
la période de recroissance, la population d’E. coli présente était résistante a I’EFX et les
diametres d’inhibition n’était pas significativement différent entre les groupes O et M (p=0.98),
mais étaient significativement inférieurs a celui du groupe L (p<0.0001) (Figure 12).

Concernant les deux autres FQ, un effet temps, un effet groupe et une interaction groupe
X temps significatifs ont été mis en évidence dans le groupe O (p<0.001 pour les deux:
antibiotiques). Les résultats de sensibilité des E. coli fécaux vis-a-vis de la CFX et de 1’acide

nalidixique étaient similaires a ceux observés pour I’EFX. Une excellente corrélation a été mise
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en évidence entre ’'EFX et la CFX (0.97), ’'EFX et I’acide nalidixique (0.97) et la CFX et
I’acide nalidixique (0.95).

Figure 12 : Sensibilités a I’enrofloxacine obtenues dans les groupes L, M et O.
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a,b,c : différence significative entre lettres différentes.

Concernant les autres antibiotiques, aucune variation significative des diametres
d’inhibition n’a été observée entre la période contrdle et les périodes de premier effet et de
recroissance (respectivement, p=0.32 et p=0.24) pour l’amoxicilline et pour I’ampicilline
(respectivement, p=0.13 et p=0.08) dans le groupe O (Figures 13 et 14). Les coefficients de
corrélation, dans les trois groupes confondus, étaient de 0.32 entre I’EFX et I’amoxicilline et de

0.53 entre I’EFX et I’ampicilline.

Figure 13 : Sensibilités a I’amoxicilline obtenues dans les groupes L, M et O.
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Figure 14 : Sensibilités a I’ampicilline obtenues dans les groupes L, M et O.

20 q
ab

ab

——— Sensible
—- = - Résistant

Contréle Premiler effet Bactéricidie Reacrolssance
Périodes

a,b,c,d : différence significative entre lettres différentes.

Un effet temps, un effet groupe et une interaction groupe X temps significatifs ont été mis
en évidence pour le TMS (p<0.001). Dans le groupe O, aucune variation significative des
diamétres d’inhibition n’a été observée entre la période contréle et les périodes de premier effet
et de recroissance (respectivement, p=0.48 et p=0.29) pour le TMS. La corrélation entre I’'EFX

et le TMS, tous groupes confondus, était de 0.67.

Figure 15 : Sensibilités au sulfamide/triméthoprime obtenues dans les groupes L, M et O.
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Aucune variation significative vis-a-vis du ceftiofur, de la gentamicine, de la
streptomycine, de la tétracycline, de I’apramycine et du florfénicol n’a été mise en évidence dans
chacun des trois groupes. Une excellente corrélation a ét€é mise en évidence, dans les trois
groupes confondus, entre 1’amoxicilline et le ceftiofur (0.88) et entre I’amoxicilline et

l’ampicilline (0.82).



Chapitre cinquiéme

DISCUSSION ET CONCLUSION



1. Discussion

1.1. Validité de nos voies d’administrations et de nos'marqueurs

1.1.1. Variations des concentrations plasmatiques en enrofloxacine et en

ciprofloxacine

Nos implants EFX-PMMA ont été fabriqués afin de répondre a deux critéres: (1)
entrainer des concentrations systémiques en EFX faibles durant une période de temps prolongée
et (2) mimer la situation clinique ou, la plupart du temps, les cliniciens fabriquent leur propres
implants et choisissent la nature de 1’antibiotique en fonction de la sensibilité des bactéries en jeu
et la quantité d’implants placés en fonction de la place disponible. L’EFX et le PMMA sont des
choix cliniquement justifiables dans ce but : I’EFX est une FQ efficace contre les staphylocoques
et les bactéries Gram-négatives qui sont les agents principalement impliqués lors d’OMPT, et le
PMMA est toujours considéré comme le standard de matrice d’implant tant qu’un matériau
résorbable et abordable financiérement n’est pas disponible commercialement [15, 58, 60, 135].
En outre, des concentrations plasmatiques en EFX trés faibles ont été obtenues durant toute la
durée de notre étude grace a ces implants, tel que décrit dans la littérature concernant la plupart
des SLLM [58, 135].

I1 est cependant bien établi que le matériau utilis€¢ comme matrice (sa forme, son degré de
porosité, son volume, etc.) ainsi que la nature et la concentration de 1’antibiotique incorporé
influence grandement ies caractéristiques d’élution d’un SLLM [4, 6, 31, 40, 51, 104]. Les
concentrations plasmatiques en EFX mesurées aprés implantation présentaient un aspect
typiquement biphasique avec une libération rapide durant les 24 premiéres heures, résultant
vraisemblablement de la dilution de la fraction d’antibiotique faiblement adhérée a la surface des
implants. Par la suite, I’élution d’EFX présente dans les couches plus profondes ont entrainé les
faibles concentrations subséquentes maintenues durant une période prolongée. Des études
d’élutioﬁ in vitro et in vivo ainsi qu’une évaluation microscopique de nos implants (porosité,
etc.) aurait pu €tre réalisées afin de caractériser plus précisément leurs propriétés. Cependant, il
nous est apparu que cela sortait du cadre de notre projet, nos implants remplissant les critéres

pré-établis que nous nous étions fixés. : .
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Les ratios des AUC de CFX sur EFX (environ 5 % pour la voie orale et 8 % pour la voie
IM et locale) observés dans notre étude sont beaucoup plus bas que ceux rapportés chez le chien
et le bovin (environ 50 %) et se rapprochent plus de ceux rapportés chez le chat (20 %) [77].
Cela suggére que 'efficacité du porc & métaboliser I'EFX en CFX (métabolisme de phase I,
effectué via CYP 1A probablement) est moindre, ou bien que le pofc peut conjuguer rapidement
’EFX avant méme qu’il puisse étre converti en CFX. D’autres €tudes rapportent ’absence de
concentration plasmatique ou urinaire de CFX mesurable aprés 1’administration d’EFX par voie
orale, IM ou IV chez le porc [76, 89, 90] et penchent pour la 1% hypothése. La différence de
ratios d’AUC entre les 2 voies générales peut étre expliquée par un effet de 1 passage hépatique
(par voie orale, 100% de la dose biodisponible transite par le foie, alors que par voie injectable il

y a uniquement 25% qui y transite).

1.1.2. Escherichia coli comme indicateur bactériologique et contrdle des

variables

Escherichia coli est une bactérie & Gram négatif et est un des constituants principaux de
la flore fécale commensale des mammiferes. 11 est considéré comme un « indicateur/marqueur »
trés fiable de la flore fécale et est a ce titre trés souvent utilis€é dans les études sur
I’antibiorésistance [113]. Cependant, de nombreux facteurs autres que 1’administration
d’antibiotique peuvent influencer le développement et 1I’élimination dans 1’environnement de
bactéries résistantes. Ces facteurs sont [113] : ,

- Le stress lié au ;transport, a la surpopulation dans les enclos ou aux manipulations : une
période d’acclimatation de quatre jours était strictement respectée pour tous les porcs
avant le début du projet. Les manipulations liées aux chirurgies et aux prélévements
quotidiens étaient gardées au minimum et étaient homogénes entre les trois groupes. Les
manipulations liées aux traitements étaient quant 4 elles par définition différentes selon
les groupes de traitement (injection IM pour le groupe M versus administration via la
sonde oesophagienne pour le groupe O versus aucune manipulation pour le groupe L)
mais il est peu probable que cela ait eu un impact significatif sur nos résultats étant donné

le peu de temps et de stress reli€s & ces manipulations.
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- Les conditions climatiques de logement : la température, le taux d’humidité et la durée
d’éclairage des différents cubicules étaient strictement contrdlés et gardés égaux entre les
groupes de traitement et constants au cours du projet.

- - L’origine des bactéries fécales analysées : il a été démontré que les segments intestinaux

| proximaux (iléon et caecum) présentaient un taux de bactéries résistantes supérieur a
celui des segments digestifs distaux (colon et rectum) [113]. Les échantillons que nous
avons prélevés ont toujours été constitués des selles fraiches ou rectales. Il avait été
envisagé de réaliser des prélevements de contenu iléocacal via une canule installée
chirurgicalement au niveau de la valvule iléocecale. Ceci n’a pu €tre réalisé pour des
raisons matérielles.

- L’age des porcs : il a été démontré que les porcs de moins de sept mois présentaient des
taux de bactéries fécales résistantes supérieurs a ceux de porcs plus dgés [113]. Les porcs

utilisés dans notre étude étaient tous dgés de 4 a 8 semaines.

Le fait de connaitre et de maitriser ces facteurs nous a permis de les standardiser entre les
différents groupes de traitement et ainsi de minimiser une éventuelle interférence avec

I’évaluation d’E. coli comme indicateur bactériologique.

1.2. Effet de ’'implantation de notre systéme a libération locale

maitrisée sur la flore fécale

Durant les derni€res années, les SLLM ont acquis une importante popularité¢ dans le
traitement et la prévention des OMPT et des infections de prothéses articulaires aussi bien chez
I’homme que chez les animaux. Cepéndant, suite a cet engouement, de plus en plus de questions
ont été sbulevées, notamment concernant leur potentiel de sélection de bactéries pathogénes
résistantes [61, 108, 122, 131, 136}, un probleme qui est favorisé par 1’apparition d’un biofilm a
la surface des implants orthopédiques tres peu de temps apres leur mise en place [7, 8, 85, 93].
Dans notre étude, nous nous sommes intéressés 4 un aspect qui, a notre connaissance, n’a encore
jamais été évalué : I’effet de concentrations antibiotiques systémiques trés faibles de maniére
prolongée suite & I'implantation de SLLM sur la sélection de souches résistantes au niveau de la

flore commensale fécale, et plus particuliérement E. coli.
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Suite a I’implantation de notre SLLM, nous avons observé un premier effet antibiotique
sur la population totale d’E. coli, avec une diminution temporaire mais significative des comptes
bactériens dés le 2° jour post-chirurgie. Ceci pourrait s’expliquer par le pic sérique d’EFX suite
au relargage initial massif depuis nos implants, phénoméne typique des SLLM. Ce pic, atteint
3.4+1.9 heures aprés implantation, s’éléve a 26.4+£2.5 pg/L et avoisine donc la CMI d’E. coli
(30-125 ng/L) [135]. La présence d’EFX au niveau plasmatique en concentration non
négligeable, dont une partie est sécrétée au niveau intestinal via les glycoprotéines P [103, 106,
144}, serait donc vraisemblablement a 1’origine de cet effet « systémique » répercuté sur la flore
fécale. Cependant, méme sivl‘a durée de la période de premier effet antibiotique n’était pas
significativement différente entre les trois groupes de traitement, celle de la période de
bactéricidie était nettement moins longue que pour les groupes O et M.

Suite & la période de bactéricidie, une recolonisation précoce de 1’écosystéme intestinal
par E. coli a été observée (période de recroissance). D’aprés les tests de sensibilité aux
antibiotiques. réalisés sur des échantillons prélevés durant cette période, il apparait que cette
nouvelle population présentait une sensibilit¢ moindre vis-a-vis de I'EFX par rapport aux
souches d’E. coli de la période contréle. Bien que cette baisse de sensibilité soit significative, il
est néanmoins important de souligner que ces bactéries sont restées sensibles aux FQ, les valeurs
de diamétre d’inhibition mesurées restant nettement supérieures a la valeur seuil sensible-
intermédiaire (respectivement, 27.1%1.1 mm et 23 mm pour I’EFX). Cette variation de la
sensibilité de la population d’E. coli est vraisemblablement elle aussi liée au pic systémique
initial d’EFX précédemmént mentionné. Cependant, la pression de sélection exercée par ces
concentrations intestinales en EFX ne semble pas avoir été d’intensité et de durée suffisante pour
résulter en des modifications de sensibilité bactérienne aussi dramatiques et durables qu’avec les
administrations orale et IM. Ceci signifierait que les concentrations intestinales obtenues suite 4
I’implantation de notre SLLM se sont situées proches, et vraisemblablement en dessous de la
limite inférieure de la FSM (i.e. la CMI) la plus grande partie de notre étude.

Nous avons donc pu confirmer notre premiére hypothése : bien qu’une dimingtion légére
de sensibilité aux FQ ait été observée suite a I’implantation de notre SLLM, ces changements
étaient mineurs et dramatiquement moins importants qu’avec une administration orale ou IM.
Etant donné cet impact faible mais significatif des SLLM sur la sensibilité bactérienne, leur
usage en prophylaxie doit étre réfléchi et bien justifié, notamment aprés avoir évalué les risques

réels d’infection et leurs conséquences. Pour le traitement d’infections osseuses, en plus d’une
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efficacité similaire voire supérieure aux voies d’administration orale ou IM, les SLLM semblent
donc aussi avantageux par rapport 4 une administration systémique d’un point de vue de la

sélection de souches commensales résistantes [58, 116].

1.3. Effet de ’administration systémique d’enrofloxacine sur la flore

fécale

Suite a 1’administration d’EFX par voie systémique, orale ou IM, nous avons observé un
premier effet antibiotique sur la population totale d’E. coli, avec une diminution rapide et
significative des comptes bactériens dés le 2° jour d’administration, jusqu’a l’atteinte de
concentrations non détectables (période de bactéricidie). Ce résultat était évidemment attendu
étant donné 1’efficacité reconnue des FQ contre les bactéries & Gram négatif et les concentrations
systémiques obtenues bien au-dessus de la CMI d’E. coli (30-125 ng/L) [135]. Cet impact sur la
flore fécale signifie donc que des concentrations « thérapeutiques » ont été atteintes au niveau de
la lumiére intestinale aprés traitement oral ou IM. La présence d’EFX au niveau intestinal peut
étre due a la voie d’administration pour le groupe O et au métabolisme de I’EFX avec une
élimination intestinale via les glycoprotéines P pour les groupes O, M et L [103, 106, 144]. La
durée de la période de premier effet antibiotique n’était pas significativement différente entre les
deux groupes de traitement, illustrant une rapidité d’action cliniquement similaire entre les deux
modalités d’administration. De méme, la durée de la période de bactéricidié dans le groupe O
(9.5£2.18 jours) n’était pas significativement différente de celle du groupe M (8+1.66 jours).

Suite a cette période de bactéricidie, une recolonisation tardive de l’écosystéme intestinal
par E. coli a été observée (période de recroiséance). Néanmoins, les valeurs de sensibilité a
I’EFX ont mis en évidence que cette nouvelle population présentait une résistance majeure a cet
antibiotique par rapport aux souches d’E. coli de la période de controle. Ces résultats corroborent
ceux de Wiuff et coll. [139]. Ainsi, les souches résistantes présentes durant la période de
recroissance ont vraisemblablement été sélectionnées a partir de quelques souches mutantes
préexistantes, initialement présentes en tres faible nombre [139]. Pour que des mutants résistants
se développent dans un écosystéme,’ un évenement exercant une pression de sélection doit
intervenir, comme |’exposition a I’antibiotique incriminé a des concentrations sub-bactéricides.

I a été démontré que 1’administration d’un antibiotique entrainant des concentrations a
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I’intérieur de la FSM favorisait la prolifération sélective des souches résistantes, alors que des
concentrations superieures a la CPM évitaient cette sélection [34, 148]. Cette théorie, appliquée a
nos résultats, mettrait en évidence le fait que 1’administration de 5 mg/kg/jour d’EFX, par voie
orale ou IM, a entrainé des concentrations intestinales en EFX globalement & I’intérieur de la
FSM. La bactéricidie observée sur la majorité des individus implique des concentrations au-
dessus de la CMI, mais I’émergence et le développement de souches résistantes implique des
concentrations sous la CPM. Cependant, en faisant une analyse individuelle, on observe qu’un
certain nombre de porcs (3/7 dans le groupe M et 3/4 dans le groupe O) n’ont présenté aucune
recroissance bactérienne durant toute la durée du projet : ceci nous permettrait alors de supposer
que ’administration d’EFX a entrainé des concentrations intestinales en EFX tres proches de la
limite supérieure de la FSM, c’est a dire prés de la CPM. Ceci expliquerait que pour certains
porcs (ceux sans recroissance bactérienne), la CPM ait été dépassée alors que pour d’autres
(ceux avec recroissance bactérienne), les taux intestinaux soient restés sous le seuil de CPM.
Bien que statistiquement non significatif, on observe également que la proportion de

porcs sans recroissance bactérienne est supérieure dans le groupe O par rapport au groupe M. .
Cette tendance pourrait s’expliquer de deux maniéres :
- des concentrations intestinales en EFX différentes : ceci pourrait étre dii a la présence des
glycoprotéines P qui limite I’absorption intestinale d’EFX administrée par voie orale et
augmenterait donc la fraction restant dans la lumiére intestinale [103, 106, 144]. Ceci aurait alors
deux conséquences. D’une part, des concentrations intestinales en EFX accrues lors
d’administration orale permettraient potentiellement de se rapprocher voire de dépasser la CPM
et limiterait/empéchérait ainsi la sélection de souches mutanteé résistantes. D’autre part, ces
concentrations intestinales accrues en EFX entraineraient une éradication quantitativement plus
importante de la population totale d’E. coli diminuant ainsi les risques de mutation ultérieure a
’origine de résistances. Cette hypothése concorderait avec 1’observation de Wiuff et coll. que le
passage a une population totalement résistante a I’EFX était significativement plus rapide avec la
voie IM (deux jours) qu’avec la voie orale (trois jours) [139].
- les différentes caractéristiques génotypiques a I’origine de la résistance aux FQ présents chez
les souches de chaque porc et donc la différence entre leur CPM respectives [68, 92, 95].

Pour étudier ces observations, il aurait été nécessaire (1) de déterminer la nature précise
des mutations a I’origine des résistances observées par analyse PCR, (2) de déterminer leur CPM

respective et (3) de comparer cette valeur avec les concentrations fécales en EFX obtenues suite
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a notre administration IM et orale, tel que cela a récemment été fait chez le poulet [68].

Tous les porcs utilisés ont €té euthanasiés a la fin de notre projet. 1l aurait été intéressant
de poursuivre le suivi bactériologique plus longtemps et notamment aprés arrét de
I’administration d’EFX afin de voir. si I’absence de pression de sélection entrainait le retour
d’une population bactérienne sensible, et en combien de temps. Ceci a cependant déja été
rapporté par Wiuff et coll. : aprés trois jours consécutifs d’administration d’EFX par voie orale
ou IM, le phénotype résistant de la population d’E. coli étudié persistait pendant au moins deux
semaines [139].

Nos. résultats ne nous pefmettent donc pas de confirmer notre seconde hypothése, qui
était que 1’administration IM d’EFX est caractérisée par un taux de sélection de bactéries
commensales résistantes supérieur a ceux de la voie orale. Ces résultats sont cependant a nuancer
étant donné le faible nombre de porcs dans le groupe (5) et le fait que trois d’entre eux n’aient eu

aucune recroissance bactérienne (ne laissant que deux individus pour analyse).

1.4. Développement de résistances croisées

Il a été décrit que les souches bactériennes présentant une résistance a une FQ étaient
¢galement résistantes aux autres FQ [135], comme cela a ét€ observé dans notre étude avec la
CFX et I’acide nalidixique. Cela s’explique par le fait que les mécanismes permettant de
diminuer la sensibilité d’une béctérie a une FQ en particulier sont également efficaces contre les
autres FQ étant donné leurs importantes similarités structurelle et fonctionnelle.

Cependant, nous avons également observé durant la période de recroissance des
variations significatives de la sensibilit¢ des souches d’E. coli vis-a-vis d’autres classes
d’antibiotiques. 1l est rapporté dans la littérature que les mutations conférant une résistance aux
FQ via I’activation de pompes a efflux ou la modification de la perméabilité membranaire
peuvent également entrainer une résistance a d’autres antibiotiques, notamment les
céphalosporines et les tétracyclines [135]. A notre connaissance, ceci est le premier rapport
rapportant une possible résistance croisée vis-a-vis de l’arnpicilline et du TMS suite a
I’administration d’EFX. Ces résistances croisées pourraient étre dues a des mécanismes peu
spécifiques de résistance aux FQ, c’est-a-dire le régulon marRAB responsable du nombre de
porines au niveau de la membrane externe, et le systétme de pompe a efflux AcrAB-TolC au

niveau de la membrane cytoplasmique [54].
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Nous avons été surpris par les différences de sensibilité bactérienne entre 1’amoxicilline
et ’ampicilline pendant la période 4 étant donné que ces deux antibiotiques appartiennent a la
méme classe et sont souvent utilisés de maniére interchangeable. Bien que ce résultat puisse étre
artéfactuel, il pourrait cependant également étre expliqué par des affinités différentes des porines
et pompes a efflux membranaires vis-a-vis de ces deux antibiotiques. Un;: autre hypothése serait
que, chez les mutants résistants aux FQ, des modifications des protéines liant-les pénicillines
(PBP) entrainant une affinité et/ou une perméabilit¢ moindre aux pénicillines, soient intervenues
[99]. Etant donné les affinités différentes pour les PBP entre I’ampicilline (PBP 2 et 3) et
I’amoxicilline (PBP 1A et 2), les modifications de certaines PBP spécifiquement pourrait
théoriquement affecter la sensibilité bactérienne d’une seule de ces deux pénicillines [133].

Evidemment, ces hypothéses nécessitent d’étre validées par des analyses génétiques.

1.5. Avantages et inconvénients des systémes a libération locale

maitrisée

Par rapport a I’administration d’antibiotiques par voie systémique (oral ou IM),
’administration par implant a apporté une meilleure tolérance au traitement. En effet, lors de
I’administration d’EFX par voie orale via la sonde d’oesophagostomie, les porcs ont
fréquemment présenté de ["hypersalivation, et des signes de nausée, vraisemblablement liées aux
caractéristiques organoleptiques du produit [11]. De plus, pour 1’administration orale ou les
injections IM quotidiennes, une manipulation des porcs était nécessaire, ce qui était évité avec
I’utilisation des implants. Bien que non problématique dans notre étude étant donné le respect
strict des administrations IM et PO, I’observance du traitement est idéale avec I’usage des
SLLM. En effet, la totalit¢ de la dose est administrée en un seul €pisode et ne requiert pas
d’administrations répétées pouvant s’avérer fastidieuses. Ceci élimine ainsi les risques
« d’oubli » de traiterﬁent ou de traitement incomplet (suite au vomissement du comprimé, etc.),
facteurs de risque de développement de résistances [96].

Dans I’optique du traitement d’OMPT dans des conditions cliniques, il est bien décrit que
la toxicité et les effets secondaires possibles sont minimisés avec l’utilisatidn de SLLM en
diminuant les concentrations sériques en antibiotiques [43, 60, 73, 112, 116]. En effet, la
libération maitrisée d’antibiotiques permet d’éviter les pics et creux de concentrations sériques et

surtout locales associées 4 une administration systémique ponctuelle [28, 51, 60, 81, 116]. Bien
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qu’aucun effet secondaire systémique lié aux administrations orale et IM n’ait été observé dans
notre étude, ceci est vraisemblablement lié a4 I’importante marge de sécurité des FQ, la faible
durée du traitement (2 semaines) et I’absence d’analyses sanguines, biochimiques ou
histologiques (notamment au niveau du cartilage) pour confirmer ces observations.

De plus, la quantité d’antibiotique nécessaire au traitement peut étre réduite avec
I’utilisation d’un SLLM. Dans notre projet, une dose totale de 45 mg/kg a été administrée aux
porcs du groupe L en comparaison d’une dose de 70 mg/kg pour les groupes O et M. Ainsi,
dépendamment du codit du matériau matrice utilisé (ici, le PMMA), les cofits de traitement
peuvent étre minimisés avec 1’utilisation de SLLM par rapport 4 une administration systémique
et avec une efficacité au moins équivalente [13, 28].

La mise en place des SLLM demande une anesthésie générale avec approche
chirurgicale. Cependant, leur indication principale étant le traitement des OMPT, une
intervention chirurgicale est de toute fagon requise pour permettre un débridement du site, un
éventuel remplacement des implants orthopédiques, et la mise en place d’une greffe d’os
spongieux ou autre substitut. Un désavantage peut certainement étre lié au caractére non
résorbable de certaines matrices, tel que le PMMA utilisé dans notre étude. L’utilisation de
matrices non-résorbables demande ensuite une seconde intervention chirurgicale afin de retirer
les implants. Bien que ceci n’ait pas été nécessaire dans notre étude étant donné sa nature
terminale, cette étape doit étre planifiée dans la gestion des patients qui ont- été implantés avec un
SLLM non résorbable. Cette contrainte peut cependant étre éliminée par I’usage de matrices
résorbables, telles que 1’hydroxyapatite, malheureusement plus colteuse et difficile a trouver
commercialement. Méme si la majorit¢ de ces SLLM sont minimalement réactifs, certains
peuvent causer de légéres réactions inflammatoires et affecter des composantes de la réponse
immunitaire [116, 137]. Cependant, ces effets sont des observations expérimentales et n’ont

jamais été rapporté comme présentant des conséquences cliniques.

1.6. Limites de notre étude

La premiére limite de notre étude est liée au faible nombre d’individus, notamment dans
le groupe O (n=>5). L’absence de recroissance bactérienne chez certains porcs aprés la période de
bactéricidie nous a également privé des données de ces individus pour ’analyse des sensibilités

bactériennes aux antibiotiques (n=7, 4 et 2 dans les groupe L, M et O respectivement). Il est
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possible que I’absence de différences significatives, notamment dans/entre les deux groupes avec
administration systémique soit due a des erreurs statistiques de type 2.

Les concentrations auxquelles les E. coli ont été exposées avec les implants étaient
environ 10 fois moindres que les bactéries des porcs traités par injection. Le rapport des
AUC(J0~>J21) de ces 2 traitements, divisé par leurs doses totales respectives (c.a.d., 2100/45.5,
divisé»par 158686/105 = 3%) confirme cette différence d’exposition (Figures 9 et 10 et Tableau
IV). Ceci a donc été a I’origine d’une différence d’exposition de la flore fécale a P’EFX et a la
CFX mais, étant donné gu’aucune administration intraveineuse n’a été réalisée, il nous est
impossible a ce stade de déterminer leur absorptibn et leur métabolisme, et leur contribution
respective a la sélection de souches fécales résistantes. Cependant, étant donné la nature de notre
"questionnement initial (sur le développement potentiel de résistances lors de I’utilisation clinique
de SLLM en comparaison a;/ec autres voies d’administration), nous pensons qu’un modéle basé
sur ’'usage des doses cliniques classiques, avec des doses totales d’EFX différentes selon les
voies d’administration (ce qui est inhérent au mode d’action particulier des SLLM) était plus
représentatif et i;ltéressant qu’un modéle pharmacologique dans lequel toutes les expositions

antibiotiques auraient été égales.

Dans notre étude, la mise en place de notre SLLM était réalisée en périphérie d’un fémur
sain et ne représentait donc pas les conditions locales rencontrées lors d’OMPT. Cependant, la
présence d’une inflammation sévére des tissus environnants, classiquement retrouvée lors
d’OMPT, pourrait poteniiellement modifier I’absorption systémique de 1’antibiotique libéré. Les
études d’€lution in vivo jusqu’a présent ont été réalisées soit sur des modéles d’OMPT [25, 58,
73, 88], soit sur des os sains [4, 102, 134]. A notre connaissance, aucune étude n’a comparé
directement 1’absorption systémique d’un antibiotique suite & I’implantation d’un SLLM au
niveau d’un os sain ou atteint d’OMPT. Il est donc difficile de conclure sur I’influence

éventuelle que le choix de notre modéle a eu sur nos résultats.

Nous n’avons pas jugé nécessaire d’inclure un groupe témoin négatif (sans administration
d’EFX) dans chacune des répétitions durant toute.la durée de notre projet. En effet, les
conditions environnementales étant trés contr6lées (température, humidité, durée d’éclairage,
procédure de désinfection), il nous a semblé plus approprié d’utiliser chaque individu comme
autocontréle. Les comptes bactériens durant la période contrdle étant significativement différents

entre les groupe L et O/M, la probabilité d’avoir initialement des mutants antibiorésistants était
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plus grande dans les groupes O et M et ceci aurait pu biaiser nos résultats. La fréquence des
mutations génétiques responsables d’antibiorésistance aux FQ sont de 10° a 10" ce qui
suggérerait que le risque de biais dans notre étude était faible [2]. Cependant, un des porcs du
groupe O n’a démontré aucune variation significative des comptages d’E. coli durant toute
I’étude et présentait donc vraisemblablement une sous-population bactérienne déja résistante a
IPEFX préalablement a notre projet. Cela n’a néanmoins pas pu €tre mis en évidence par les
analyses de sensibilités bactériennes des isolats durant la période 1 chez ce porc, possiblement
lié & un nombre insuffisant d’isolats testés. L’inclusion de ce porc n’a pas entrainé de variations
significatives dans les analyses statistiques mais la possibilité de contacts directs entre ce porc et
les autres porcs du groupe O souléve cependant la question d’une potentielle contamination par
ces souches initialement résistantes.

Finalement, nous savons que les conclusions tirées de notre étude réalisées avec des
implants EFX-PMMA sont difficilement transposables & d’autres SLLM. Tel que mentionné
précédemment, chaque combinaison antibiotique-matrice présente des caractéristiques d’élution
spécifiques pouvant également varier de maniére importante selon 1’hdte. De plus, la résistance
aux FQ intervient classiquement en plusieurs étapes, ce qui est différent de la plupart des

résistances aux autres antibiotiques acquises en une seule mutation [54, 98, 135, 136].

1.7. Voies futures

Tel que mentionné précédemment, il serait théoriquement nécessaire de réaliser des
études similaires avec d’autres associations d’antibiotiques et de matrices, notamment celles
disponibles commercialement. Ceci permettrait éventuellement de confirmer/infirmer et
d’intégrer les observations faites dans notre étude & une banque de données plus large sur les
SLLM et ainsi de décrire de maniére plus définitive leurs avantages et inconvénients vis-a-vis
d’un traitement systémique.

Nous nous sommes limités dans notre étude a une seule flore commensale, a savoir la
flore fécale et plus particuliérement son constituant aérobique majoritaire E. coli. 11 serait
également trés intéressant de réaliser des études éimilaires en évaluant d’autres flores
commensales, comme la flore cutanée ou naso-pharyngée par exemple. Concernant la flore
cutanée, cela permettrait également d’évaluer I’impact de 1’excrétion sudorifique des FQ, mise

en évidence chez I’homme [52], sur la sélection de souches résistantes.
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| 2. Conclusion

Notre projet a permis d’illustrer I’impact majeur qu’a I’administration d’un antibiotique,
ici une FQ, sur la flore fécale, notamment E. coli. En effet, suite a I’administration de 5 mg/kg/j
d’EFX par voie orale ou IM, la flore sensible a rapidement disparu et a cte rémplacée par une
population résistante. Cette résistance était majeure a 1’encontre de 1’antibiotique administré
(EFX), mais également des antibiotiques de la méme classe (CFX et acide nalidixique) et de
certains de classe différente (ampicilline et TMS). Malgré ’absence de résultats significatifs,
certaines de nos observations ajoutent du crédit a notre hypothése initiale, soit que la modalité
d’administration d’un antibiotique a une influence sur le potentiel de sélection de souches
résistantes. En effet, dans notre étude, I’administration orale d’EFX a semblé présenter une
sélection de souches résistantes de moindre importance que la voie IM, vraisemblablement en
corrélation avec des concentrations intestinales en EFX au-dessus de la FSM. Cependant, des

études sur un plus grand nombre de porcs seraient nécessaires afin de confirmer ces hypotheses.

Notre projet évaluait également pour la premiére fois le développement de résistances
bactériennes au niveau de la flore commensale fécale, plus particulierement E. coli micro-
organisme indicateur et potentiel réservoir de génes de résistances, suite a I'utilisation d’un
SLLM. Nous avons démontré que la mise en place d’implants de PMMA imprégnés d’EFX
présentait un potentiel minime de sélection de bactéries résistantes au niveau des bactéries E.
céli étudi€es chez un modeéle porcin. Bien que I’implantation de notre SLLM ait entrainé une
diminution temporaire des comptes bactériens en E. coli, les intestins étaient rapidement
recolonisés avec une population présentant une diminution significative mais trés mineure de
leur patron de sensibilité. Comparativement aux v/ariations observées lors d’administration orale
ou IM, I’administration locale de FQ par SLLM présente un avantage indéniable d’un point de
vue de I’antibiorésistance. Cependant, il apparait que I’impact des SLLM n’est pas nul au niveau
de Ala flore commensale et leur utilisation doit donc étre réfléchie et justifiée, notamment en

prophylaxie ou les utilisations excessives sont plus fréquemment rencontrées.
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Annexe 1 : Mutations des sous-unités GyrA et GyrB de I’ ADN-gyrase et des sous-unités par

cet ParE de la topoisomérase IV associées aux résistances aux fluoroquinolones chez E. coli.

Position de Acide aminé du Acide aminé du type
P’acide aminé type sauvage mutant
GyrA 67 Ala Ser*
81 Gly : Cys*, Asp*
82 Asp : Gly
83 Ser- Leu*, Trp*, Ala*
84 ' Ala Pro*
87 Asp Asn*, Val*, Gly, Tyr, His
106 Gln His*, Arg*
GyrB 426 Asp Asn*
, 447 Lys Glu*
ParC 78 Gly Asp*
80 Ser Leu*, Ile, Arg
84 Glu Lys*, Gly, Val
ParE 445 Leu His*

* Acides aminés pour lesquels les données génétiques supportent un role de cette mutation dans
I’induction de résistance. Les autres mutations d’acides aminés ont été associées avec une
résistance dans des échantillons cliniques.

(D’apres [54])
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Annexe 2 : Systémes d’efflux associés aux résistances aux fluoroquinolones.

Spetiés, Mutane Class “Pump: ‘Bump:Class Additienal
Components . Resistince
‘Phepotype

Gram-riagativé bacteria
Eeoll .marR, soxS, AcrAB-TolC RND Tetracydine,
rabA c:lhlor:irnjpjhenico
A
emrR EmrAB: MFS’ C€CCP.
‘ crganamercuria
is, malidiic
acid
P.oeruginosg mexR (na!B, MexAB-OprM RND Tetracycline,
o ) ofxB) chloramphenico
1, trimethoprim’
i MexCD-Opi] AND Erythromyein,
rimethoprim
nfC MexEFOprN RND, Ghloramphenic
' ol
rimethoprim;
iipenam.

Grar-positive bacteria.
Sl “fig’ NerA iMES; Eghigjum,
' détiflavitie,
rhodaming 6G;:
puromycin
B.subulis: “brR Binr. ' “MFS ' Ethidium,
‘ acriflaving,
rhodaminie’6G.
TPE
"bitR Ble(-BItD) {MFS- Exkiium,
acriflavine,
rhodamine 6G,.
TPP
Fly:cob'acteria.
Mismegmaiis’ 3 LirA MFs. Ethidium,
) ’ ’ acriflavine,
quarternacy-
ammoniums

(Drapres [54])
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Annexe 3 : Moyens de limitation de I’émergence d’antibiorésistances.

Usage rationnel des antibiotiques

Un usage adéquat des antibiotiques coﬁespond a une utilisation (1)‘ uniquement lorsque
nécessaire ; (2) avec un antibiotique‘adapté : le spectre d’action doit étre en accord avec les
résultats d’examens bactériologiques et les objectifs thérapeutiques et la diffusion tissulaire doit
étre adaptée a I’organe cible ; (3) avec un plan thérapeutique optimal : ceci implique une dose,
une fréquence, une voie d’administration et des conditions d’administration optimales ainsi
qu’une durée aussi faible que microbiologiquement nécessaire ; (4) de maniére a ne pas causer
de toxicité chez I’animal traité [100,121].

Malheureusement, 1’usage inappropri€ des antibiotiques est considéré comme la-cause
principale d’émergence de résistance et ce, malgré Dexistence de régles de conduite
[46,62,96,142,143]. Les raisons de ce mésusage sont simples: (1) avec I’augmentation des
antibiorésistances, les cliniciens préférent recourir aux nouvelles générations d’antibiotiques a
large spectre ; (2) avec 1’accroissement du nombre de personnes immuno-sensibles (personnes
dgées, personnes atteintes du VIH, etc.), les cliniciens sont plus enclins a prescrire des
antibiotiques 4 large spectre pour le traitement empirique d’infections présumées; (3) les
cliniciens tendent a sur-interpréter les implications d’une colonisation l_)actérienne [46]. Ainsi, la
peur plus que la raison gouverne trop souvent I’usage des antibiotiques.

Face a ce probléme, de nombreux organismes ont établi certaines recommandations
[82,121,142] : | |
- La vente des antibioﬁques devrait étre restreinte de maniére a ce que leur usage ne puisse se
faire que par un vétérinaire ou sous son contrdle explicite. En effet, une étude montre la
possibilité de se procurer des antibiotiques sans ordonnance dans plusieurs pays [96,143].

- Chaque traitement devrait étre strictement réalisé selon la prescription du vétérinaire. Une
étude suggére que les propriétaires pourraient jouer un role conséquent dans le mésusage des
antibiotiques en faisant bression sur le médecin pour obtenir ces derniers, en ne respectant pas
les fréquences et durées de traitement et en gardant les antibiotiques restant pour un usage
ultérieur [96]. La modification de ces comportements passe par une meilleure information du
public sur les caractéristiques de 1’antibiothérapie et les conséquences d’un non respect des

prescriptions.



XX

-Les divers organismes Vétérinaires devraient promouvoir un usage conservateur des
antibiotiques, ceci par la sensibilisation des étudiants vétérinaires et des praticiens aux principes
scientifiques régissant I’usage des antibiotiques.

- Les vétérinaires devraient identifier les scénarios d’utilisation d’antibioticiue les pius
communément rencontrés et les évaluer afin de s’assurer qu’ils minimisent leur recours lorsque
possible et les utilisent de maniére adéquate lorsque nécessaire.

- Les vétérinaires devraient soumettre des prélévements appropriés pour examen bactériologique
lorsque cela est possible afin de cibler leur antibiothérapie.

- L’antibio-prophylaxie devrait étre réservé aux situations réellement a risque et étre réalisée
avec un antibiotique- de premiére ligne. Ainsi, ’administration d’antibiotique n’est pas
systématiquement nécessaire lors de chirurgie, de procédure diagnostique invasive, etc.

- Les laboratoires d’analyse devraient adopter un langage standardisé, notamment concernant le
rapport des bactéries de la flore normale, en nombre normal occupant une niche biologique
normale. Les vétérinaires devraient également interpréter cette donnée de maniére adéquate et ne
pas se baser dessus pour initier une antibiothérapie qui serait inutile.

- Les organismes vétérinaires devraient encourager les firmes pharmaceutiques a commercialiser
leurs antibiotiques sur des bases scientifiques, notamment concernant leur efficacité et leurs

effets secondaires, et de promouvoir leur usage conservateur.

Prévention de la dissémination

La dissémination de souches résistantes intervient primitivement par une transmission de
patient & patient, lorsque les régles de base de désinfection ne sont pas respectées. Malgré les
efforts réalisés dans les hopitaux, qu’ils soient humains ou vétérinaires, ceux-ci apparaissent
comme le lieu de prédilection de dissémination bactérienne. Les raisons sont multiples : la
densité de population, et notamment de patients immuno-sensibles, le non-respect systématique
des régles de désinfection par les patients et le personnel soignant, le sous-effectif éventuel du
personnel soignant et la présence accrue de matériel contaminé (sohdes endotrachéales, cathéters
urinaires, etc.) [46,142]. L accent doit donc étre mis sur le respect systématique des techniques
d’asepsie et d’hygiéne générale, 1’établissement de méthode de « barriere » aux disséminations et

la minimisation des temps d’hospitalisation [46,64,91]. Idéalement, les besoins spécifiques de
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chaque structure devraient étre évalués par une équipe de consultants spécialisés dans ce
domaine et les solutions adaptées aux circonstances [46].

Il est également. important qu’une surveillance mondiale vienne se superposer a la
gestion locale des antibiorésistances. A cette fin, le programme WHONET mis en place par
I’OMS, permet la récolte, la standardisation et la comparaison des données provenant de dizaines
de milliers de laboratoires dans le monde. L’analyse de cette importante banque de données
~ devrait aboutir & un meilleur suivi et compréhension de la dynamique des populations

bactériennes [115,142].
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Annexe 4 : Grille d’évaluation de la douleur.

ription:.

Légere boiterie

" Boiterie modérée, mouvements lents
Boiterie importante, faibles

> | mouvements

.| Immobile ou boiterie sévere

: "1 Ne peut dormir correctement

Faible temps de sommeil bouge

| souvent

. Deambule souvent, s'arréte

| temporairement

¢ Déambule continuellement dans cage

Faible volume, cris occasionnels

Faible volume, cris continus

1 Volume elevé, cris assez fréquents

| Cris durant une longue période
Pupilles légerement dilatees

! Pupilles dilatées

~ Pupilles dilatées et salivation

4 fréquente

| S'éloigne légerement lorsqu'approché

| Saute "partout” lorsqii'approché

| Assez amical

A tendance a s'éloigner

Mord et crie lorsque touché

' Mord et crie sans étre touché

L.égerement voate

Protége le membre affecté

Agenouillé et se déplace difficilement

Immobile ou agenacuilié

Joue un peu

| Aucun intérét pour les jouets

Ne joue / bouge pas beaucoup

Changement de 1°C

¢ Augmentation de 20 4 50 %

1 Augmentation de 50 - 100 %

:| Augmentation de plus de 100 %

1 Augmentation de 20 a 50 %

{ Augmentation de 50 - 100 %

3| Augmentation de plus de 100 %

TOTAL

SCORE TOTAL : 0 = pas de douleur, 1-12 = douleur légére, 12-25 = douleur modérée, 25-37 = douleur
importante
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Annexe 5 : Schématisation du protocole de recherche.

0 X6)) | Mo L
EFX PO EFXIM EFX SLIM

J6

Chirurgie

J7

Chirurgie

De J7 a J21

Administration
d’antibiotique

Cath jug : Cathéter jugulaire, Sond os : Sonde d’oesophagostomie.
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Annexe 6 : Détermination des concentrations séricjues d’enrofloxacine et de ciprofloxacine
par un procédé tandem de chromatographie liquide et de spectrométrie de masse (LC-MS/MS).

L’enrofloxacine, la ciprofloxacine and la réserpine ont été achetés chez Sigma-Aldrich.
Ils ont été dissouts dans du méthanol a une concentration de 100 pg/mL. Les autres produits,
incluant le méthanol, 1’acétonitrile et 1’acide formique ont été échetés chez J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA).

Le systtme HPLC était composé d’un Perkin Elmer serie 200 autosampler et d’un
Thermo Separation System P2000. Le systéme LC-MS/MS utilisé était un PESciex API 3*. Les
données étaient acquises sur un Apple™ Macintosh® €quipé du systéeme d’exploitation 7.4.
L’acquisition et 1’analyse des données étaient réalisées avec MassChrom 1.0. Les courbes de
calibration étaient calcuiées d’aprés I’équation y = ax + b, tel que déterminé par la régression
linéaire pondérée (1/x) de la'ligne de calibration construite a panir des ratios pic-aire du produit
et des standards internes. A 1’aide d’une simple méthode de précipitation de protéine,
’enrofloxacine et la ciprofloxacine étaient extraites du plasma porcin. Un échantillon total de
100 pL était mélangé avec 500 pL d’acétonitrile (contenant 250 ng/mL de réserpine) dans un
tube a centrifugation de 1.5 mL. Les échantillons étaient remués vigoureusement puis laissés 10
min a température ambiante avant centrifugation. Les échantillons étaient centrifugés a environ
12 00 g pendant 10 min et 1000 pL du surnageant étaient transférés dans un tube a HPLC. Une
phase mobile isocratique était utilisée avec un Waters Symmetry C18 150 x 3.9 mm avec une
taille de particule de 5 um. La phase mobile était constituée d’acétonitrile et d’acide formique
0.5% dans de I’eau a un ratio 80:20, respectivement. Le débit était fixé a 0.8 mL/min et
I’enrofloxacine et la ciprofloxacine éluées a 1.2 and 1.3 min respectivement. Le débit de la
colonne était divisé 1:10 avant introduction dans la source d’électrospray. Dix pL de
I’échantillon extrait était injecté et la durée totale était fixée a 2 min. '

Le spectrométre de masse était interfacé avec.le systtme HPLC a I’aide d’une source
d’ionisation par électrospray pneumatique. La pression en N; du gaz nébulisant était fixée a 40
psi et I’électrode ESI a 4500V. La nébulisation était assistée avec du gaz nitrogéne chauffé avec
un débit fixé a 3 L/min et a 400°C. Le potentiel de séparation était fixé a 15V et ’énergie de
collision (Ejb) & 25V. Le gaz de collision utilise était I’argon a 2.7 x 1014 molécules/cm2. Les
transitions SRM étaient m/z 360—316, 332—245 and 609—174 pour I’enrofloxacine, la
ciprofloxacine et la réserpine respectivement. Le temps de maintien était fixé a 150msec et le

temps de pause a 5 msec.



Annexe 7 : Articles publiés dans Le Point Vétérinaire
ANFECTION OSSEUSE CHEZ LE CHIEN ET CHEZ LE CHAT

Lostéomyaélite

post-traumatique

Les ostéomyélites sont des affections peu fréquentes chez le chien et chez.
le chat, mais difficiles a traiter. Lévolution des connaissances et I'utilisation
.de nouvelles techniques thérapeutiques améliorent leur pronostic.

Les ostéomyélites post- -

traumatiques chroniques
sont le plus souvent des
infections simples d‘origine

bactérienne (en partlculier

Staphylococcus spp.), mais
des bactéries anaervobles sont

d'infection polymlcrobuenne
Les facteurs de rlsque sont
une contamination initiale, la
présence d'un corps étranger
‘et'un environnement favora-
ble &'fa’ multiplication bacté-
rienne. Lostéomyélite post-
. traumatique concerne le
squelette appendiculaire
dans 90'% des cas. Le dia-
gnostic repose sur des.exa-

et bactérlologiques. Le trai-
tement est 3 la fols chirurgi-
cal (explorat]on, débndement :
du site; obhtératlon des espa-
ces morts, greffe d‘os spon-
gieux, ablation du matériel
d'‘ostéosynthese, etc.) et
médical (antiblothérapie sys-
témique et/ou locale). Il per-
met d'obtenir des taux de
1 guérison de.B0'a 90 %, mals
i reste néanmioins long et
colteux a instaurer.

fréquemment retrouvées lors

i mens diniques, radiologiques )

¢ par Romain-Beraud* ;.

et Louis Huneault*

* Centre hospitalier.universitaire *
vétérinaire, université

de Montréal,

Faculté de médecine vétérinaire,
CP 5000, Saint-Hyacinthe
QC12$ 766

ar définition, 'ostéomyélite est une
inflammation de l'os (moelle osseuse,
cortex et éventuellement périoste)
causée par un agent infecticux. 1
existe de-nombreuscs classifications
qui reposent sur plusicurs critéres, comme le
mode d’évolution du processus (aigu ou
chronique), Fétenduc de Paffection (diffuse ou

localiséce) ou son origine (hématogéne, par

contiguité ou post-traumatique). La classifica-
tion établic par Cierny et Mader en médecine
humaine semble étre la plus compléte. Elle
prend en compte le type anatomigue d'ostéo-
myélite et-la classe phvsiologique de Panimal
(voir le TABLEAU “Classification des ostéomyéli-
tes selon Cierny et Mader”) et permet ainsi
d'associcr un protocole thérapeutique & chaque
stade {11, 12].

¢ Lostéomy¢lite de stade '] correspond a une
infection confinde aux surfaces intramédullai-
res de l'os.

Elle résulte en général d'une iifection par voic
hématogene ou de la contamination de clous
intraméduflaives utilisés lors d unc interven-
tion chirurgicale.

Les ostéomyélites hématggénes correspondent
a envirom 10 % de ces cas et concernent plus
fréquemment Jes jeunes animaux que les
adultes, avec une atleinte des métaphyscs des
os longs (6, 127,

* Lors d'ostéomydlite de stade 2 (ou ostéomyé-
lite superficiclle ou ostéomyélite par-toyer
contigu), le périoste et le cortex superficiel sont
infectés par une plaie sceptique adjacente (plaie
de morsure, de décubitus, etc.). La majorité des

animaux atteints présentent des Tacteurs.

prédisposants locatx.
* Les ostéomyélites de stades 3 et 4 sont géndra-

lement désignées sous e terme d'ostéomyélite

post-traumatique (OMPT),

Le stade 3, ou OMPT localisée, est caractérisé
par la présence d'un séquestre osseux [ocal quit
iinplique toute 'épaisseur de la corticale, mais
qui peul étre retiré chirurgicalement sans
affecter la stabilité del'os.

Le stacle 4, ou OMPT diffuse, implique ¢galc-
ment louie épaisscur de I'os cortical, mais
concerne une zone plus Slendue que le stade 3.
Cette ostéomyélite est davantage débilitante car
elle est généralement associée a une-perte de la
stabilité osseuse et un débridement osseux large
ost requis.

f Le Point Vétérinaire” N° 264 / Avril 2006 /

. Caractéristiques
générales et épidémiologie

L'OMPT correspond au type'd’ostéomyélite le
plus fréquemmient rencontré-en médecine
humaine ¢l vétérinaire [6, 21]. Elle survient
classiquerent a k- suite d'uni(raumatisme
ossetix accidentel ou ghmmzma] Les réductions
de fractures ouvertes par. balle ou qui font suite
a un accident.de Ia voie publique-ou 2 une
chute, les morsures profondes, la mise en-place
d'une prothese totale de hancherou d'allogref-
fes corticalés sont auant d’exemples de
situations a risque.

La plupart des OMPT (90 %) sont localisées au
niveau du squelelle appendicilaire (voir la
FIGURE “Principales localisations des Iésions
d'ostéomyélite post-traumatique chez le chien™).
La couveriire musculaire des membres est en
cffet limitée et ceux-ci sont plus hxquemmenl
impliqués dans les fractures.

Les'cas & OMPT concernent respectivement

'64 9% ¢1.36 % des males et des femelles. Cette

prédisposition pett Sure fide au fait que les fractu-
ves sontplus fréquentes chez les premiers [4].
Lage et la race ne semblent pas étve des facteurs
prédisposants [4].

LOMPT n'est- pas une affection sysiémique,
contrairement A l'ostéomydélite hématogéne, et
le processus est généralernent localisé a Tos ou
aux os qui oni.subi'un traumatisme [1].
Exception [aite des segments osscux distaux
(mélacdrpes, mélatarses ¢1 phalanges), TOMPT
n'immplique en général qu'un seul os [4].

. Physiopathologie
de "OMPT

1, Nature de 'agent infectieux

La plupart des ostéomyélites sont d’origine
baciérienne, méme si-de rares cas d'ostéomyé-
lite d’origine vivalé ou mycosique sont rappor-
1és (voir le TaBLEAU “Principaux-agents bacté-
riens.impliqués lors d’ostéomyélite post-
raumatique-chez le chien”). LOMPT résulie en
général d'unc infection monobactérienne (ou
simple). Un seul type de micro-organisme est.
en effel isolé dans 33 % des cas FOMPT, deun
dans'31 % ct trois dans 13 % des cas [1].




Lagent principal est Staphyviocaccns spp.
{(S. intermedius ct amreus) retrouvé dans 45 A
74 % des cas'[ 1, 6, 8]. Srreprococeus spp. et des
Daciéries Gram négatif (Bscherichia coli, Pseudo-
raonas spp., Proteus spp. et Klebsiefla spp.) sont
égilement-rencontrés [, 6, 81

Des apents anacrobics {Actinomyces spp.,
Clostridiion spp., Peptostieplococcus spp.,
‘Fusobacterium spp., Bactercoides spp.) sont
rarement présents Jors dlinfeetion simple, mais
sont retrativés dans pres de 70 % des OMPT
polymiicrobicénnes [81.

Conditions d'évolution
. ule présence d'un agent bactérien n'est pas
suffisante-pour entrainer e développement.
d'une OMPT: De 60 370 % des fractures ouverwes
chez’ I’homme sont contamindes par des
baciéries, mais seule une faiblé fraction d’entre
clles:sont le site d'une infection osscuse [21].
Trois éléments concomilants sont généralement
Jenconteds lors dé I'évolution d’une OMPT (voir
la FIGURE “Représentation schémalique de la
pathogénie de Fostéomvdite posi-tmumalique”) :
- une plaie infectée qui'sc définit comme une
plaie coutaminée parun nombre d'agents
baciériens-supéricur 4 10* colomics formant
uniié (CFU) depuis un tenips suffisant pour leur
perinettre de.se multiplier de manigre exponen-
ticlle. Une plaiecontaminée est considérée
comime infectée entre 12 et 24 heures environ
aprés:la conlamination icitiale, Celle-ci est
principalement due i 1me mauvaisc icchnigque
apératoire e, moins fréquemment, a unc
conlaminatian environncmenlale {(fracture
ouverte, etc.) 1, 4]
- un environnerment [avorable a la croissance
bactérienne : en effel, la plupart des bactéries
~petivent siibsister dané.un énvironnement non
optimal, mais nécessitent des conditions
specifiques favorables pour se multiplier. Des

‘hématbmes (le sang stagnant est un excellent

milicu de culture bactérienne) ou des tissus
néerosés ou fibrosés auxquels;les bactéries
peuvent Facilerhent adhdrer ou un fover de
fracunre’instable (Jes micramauvements
-contintiels entravent la revascularisation des
extrémités des abouts asseux) sont des milicax
favarables aw développement bactérien ;

- un corps dnanger (séquestres nsseux, lmpldm
orthopédigue) isolé des mécanismes de
défense dethéte et de la diffusion des antibio-
tiques |1, 8, 11,12, 21].

Une-étude qui rapporie les laux d'OMPT 2 Ia
suite de linjection de 8. anrents dans un tibia
normal aprés le forage expérimental d'un irou
montre que la seule présence de 105 CFU de
bactéries conduit a 0 % d’'OMPT. Lovs de
traumatisme du canal inédullajre associé, ce
taua s¢leve 1 50 %, avee une résohution sponta-
née de 95 96 clus cas en quatre semaines, Lorsque.
le traumatisme médullaire cst accompagné de
la’ création d'un séguesire et d’'une présence
bactérienne, le taux FOMPT est de 90 % [1].

3. Pathogénie

* Apris la comamination d'une plaie, les agents
bactériens responsables d'une infection doivent
adhérer aux tissus de Thate pour proliférer. Cela

est rendu possible par l'exposition du collagene
el par la présence de fibrouectine 2 la surface
des lissus lrawmalisés, conlrairement aux tissus
sains, car cerlaines bactéries (notamment les
bactéries Gram positif dont S, aureus).
possederit des récepreurs spécifiques pour ces
protéines [3, 21].

» La présence d'implants orthopédiques, comine
celle de toul autre corps éuanger (lissus mous
el osseux avasculaires), favorise également

Type anatumiquekd'ustéumyelité

‘ Stade 1 -Ostéomyélite médullaire

Stade.2 Qstéomyélite superficielle T o
"Stade 3 Qstéomyéiite localisée

Stade'4 Ostéomyélite diffuse )

Statut physiologique de 'héte atteint

 Hote A Bon état de santé-général

. Absenco de fadeur’s de risque
Hr)leB o Bs : Taz_léur de risque infectieux systémlque B

! Mainutrition, insuffisance rénale ou hépatique, diabéte sucré,
- hypoxie chronique, maladie aute-immune; immunodéptession
; ou deﬁcxence |mmun|ta|re age

»
i

BI facieur de risque infectieux Iocal

vaisseaux sanguins, artérite, cicatrisation extensive, fibrose
de radiation, ncuropamle

Bis : facteur de risque mfecﬂeux syslém[que el local
Associalion de facteurs systémigues el’locaux

<o ded

Lymphcedéme chronique, stase veineuse,.alteinte majeure des

de F‘affectlon

La morbidité lide au traitement ervisagé est supéricure A celle
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- Beraud R, Huneauli L.

Les systemes & lihdration locale
conirdiée daniibiotiques

chez le chien.et le chiat, Puint VéL.
2005; 36(26n 12-13.

I'adhésion des bactéries car ils sont rapidement
recouverts.d’une matrice composée de protdi-
nes sériques, de fibronectine;de laminine ot
d'auires protéines, Les bactéries adhérent 4 cette
malrice et produisent un limon composé
d’'exopolysaccharidés, d'ions et dautres
mutriments, et 'ensemble [orme unbiofilmn (voir
la FiGURE “Mécanisme d¢ persistance
bactérienne lors d'ostéomydlite post-trauma-

- Gram positif

deux populations baciériennes. Une population
plancianique est active en surface alors gu'une
population-sessile, a lorigine des.infections
asyinptomiliques chroniqués [18], st ancrée
dans T'épaisseur: La-présence de ce biofilm a
diverses conséquences

- il protege les baclérics en les isalant du
svsteme immunitaire de I'héie et de la-diffusion
des anuibioliques ;

- il ralentil keur méiabolisme et leur conftre une
résistance acerue aux antibiotiques ;

-il permict fe phénomene de vardation de phase,
qui correspond i un ensemble de mécanismes

, sraphy!a(bcv:us m[ermedius/aumus

Acfmomyceyspp.

Streplococcus spp.

Bacteroides” spp

Gram negallf

Fusobarrpnum SPp.

Escherlch/a co//

Pseudomonas spp

Clo slndu.'n'l perfnngens/vif/osum )

Pepmstreptococcus spp. ) 1

Pmteus PP

Prr)pfunobadenum Spp. ¢

KIebLSfeJ/n pneumomae

Peptocaccus Spp. «

Pasteureua multocida Fusonecmphorum sm) .
. ,Senar{a marcz;scen; Fusonucleatur spp. ) :
Aulres )

. Autres
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tique”) [6, 17, 21]. Ce biofilm est composé de

chronique débute et méne
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derégulation généligue. Lexpréssion d'un géne
varie rapidementde fagon réversible de généra-
Lion en génération’[3, 17, 18,21},

Linfluence du biofilin sur I'évolution dc linfec-
tian cst telle que certaines ¢tudes proposent
d'établir expérimentalément les concentrations

‘minimales d'éradicalion dans le biofilm phitat

que lt.s‘ CMI[16].
Lors d'un traumatisme, la répunse inflimma-
1ire de I'hote.est aigud et caractérisée paiTine
vasodilatation Tocale, une augmentation de la:
perméabilité vasculaire, un dedeme tissolaire,.
une dl'lpLdLSL des leticocytes.et une capacité
accrue des palynucléaires et des- macrophages
i phagocvter les: lvacl(_nw‘["l LAprés cette
phase aigué, un phcnombne inflammatoire
ne & la formafion d'une
capsule et d'un abcds chronique qui inclut, le
cas échéant. le(s) séquestre(s) infecté(s)..

‘Ladéumulation progressive d'exsudat purulent-

entraine unc augmentation locale de la préssion
qui lavorise la pénétration et la propagation de
cet exsudat & travers le§ canaux haversiens ou-
de Volkmanu de la Lrame osscuse.

-Diagnostic

Aucune méthode diagnostique n'cst assez
sensible pour permenre A elle seule d'identificr,
une ostéomydlite {1, 2, 11, 12]. Ee diagnostic
est ¢labli a partir de dilférentes donnges gui

incluent l'interpréation du clinicien.

1. Signes cliniques

Les signes cliniques varfent en fonction du stade
du processus, mais restent généralement locaux
et d'apparition lente : érvthenie, gonflementdes
tissus mous qui persiste plusicurs semaines.
apros fe raumatisine initial, doulear a la
palpation, boilerie, atrophie, fibrose et contrac-
fure musculaire.

La présence de trajets fistulaires qui se

referment apr s un traitement anl)hlonque et

se réactivent de maniére cwl:quu i lam@ du
trailerment c.st le signe clinique le plus fréquem-

1.8,
Des siL11és syslélﬁiqucs’tcls qu'abaitement,
fiévre, anorexic sont davantage caraciéristigues
d'une OMPT en phase aigué [6].

>

2. Imagerie médicale
» La radiographic est une technique de diagnos-
lic peu invasive qui présente une sensibilitd et

une spéeificité moyennes (62,5 et 57,1 % respec-

tivemient) [2].

Les madifications radiographiques [régnem-
ment ohservées lors d'ostéomyélile sont une
lyse psseuse, une réaction-périostée plus ou
moins spiculée et in gonllement des tissiis
mous plus ou moins marqué (kHOTO 1). La
présence d'un séguestre (imvoliem) entouré d'os
sain (ivolucron) estcaractéuistique, mais pas
syslématique (PHOTOS 2, 3a £1.38). Lors d'ostéo-
synihése, une non-imion; un refard de consoli-
dation asseuse ou unc lyse asseuse autour des
iruplanis orthopédigues (généralementles vis
et-les broches) peuvent également comstitiler
des signes d'OMPT.,



Les signes radiographiques osseux refleent Péiat
de I'ostéomyélite avee un retard de deus & trais
semaines. 115.sont parfois difficiles 2 interpréler
car ils peuvent mimer une guérison osscusc
normale. Des radiographies de contrdle-sont
réalisées A quelques semaines d’intervalle afin
de juger de Févolution du processus.

- 8i un trajer fistulpire csl présent, la véalisa-
tion dune [istilographic apporte souvent des
‘informations précicuses_ pour le.débridement
chirargicall H est préférable que ce dernier
iclut lexcision du trajet fistulaire,

¢ La lomodensitométrie et 'imagerie par
résonance magnétiqie (LRM) permetient
parfois de visualiser des Toyers plus denses dans
la tnoelle asseuse, qui coitesponden 2 un signe
précoce d’ostéomydlite. Le scanner et 'IRM
offrent également la possibilité d'évaluer l'extens
sion du,processus et"constituent une aide & la
planilication préopérataire [12, 20,

¢ La scintigraphie au (echnétium 99m, bien que
‘peu spécifigue, peut conlivmer la présence d'une
zone dactivité mdtaboligue anonmalerment élevée.

3. Bactériologie

La_culture haciérienne est actuellernent la
‘technique.la plus sensible pour diagnostiquer
uneostéomydlite[ 1, 6, 8, 12]. Ladministration
‘dantibintiques doitétre-arvétée pendant les 24
‘4 48 heures qui précedent le prélevemen,
Celui-ci cst réalisé directement sur le site
d'ostéomydlitc car les zones plus superficielles
‘(trajets fistulaires) sont fréquemment contarmi-
néés par-des organismes opporiunistes
secondairegs. Une ¢tude en médecine humaine
rapporte la présence de Magent causal dans
seulement:d4.%% des prélevernents effectués sur
les fistules [14]. Les tissus nécrosés, les séques-
tres, Te martéricl purnlent ét les implants

orthopédiques retirés forment d’excellents
échantillons et sont classignement récoltés
durant:Yintervention Lhnurgjudc Lepréjdve-

ment est elfectué avant ou pendant le débride-

ment, soit directemerit par récolte des tissus,
soit a laide d’écouvillons stériles.

Les prélevements peuvent également étve

réalisés par aspiratiop & I'aiguille fine. La
sensibilité de cette technique est bonne (86 %

de mise en évidence-de 'agent causal) [6]. Le-

site de ponction est préparé de manidre stéle,
une aiguille de 20°G est insdérée jusgu’au niveau
de Yos, en regard du sitc OMET suspcclc L
une aspiration-est réalisée i aide déla s L
Si la quantité de fluide:récolts est insuffisante.

quelques millilitres de NaCl 0,9 % peuvent &tre.

injectés, puis réaspirés,

Les préldvements sont ensuite mis en-culture
sur milicux aérobie et anaérobic, puisun
antibiogramme cst réalisé.

4, Histopathologie
Les cxamens histopathologiques sont spéci-
tiques (86,3 %), maisils sont ravement réalisés

car la lechniquc est invasive et pen sensible’

(33,3 %) [2]. Des prélévements peuvent
nea.mnoms etre effectués 4 la faveur du'débride-
ment chirurgical (morceau d’os dévascularisé,

tissu néerotique, ete,) el analysés,

Traitement

Le traitement de FOMPT a pour objectif
d'amélioier l'environnement du site infectéalin
d’augmenter son exposition au systéme
immunilaire de hate et aux antibiotiques. 11
comprend deux volets indissaciables, Lun est
chirurgical, Fantre est médical.

Molécules
, de
fibronectine

Récepteurs bactériens
a la fibronectine

Matrice composée
de proré 1e5-

autres protéines

"»Les astéomysiites post-

© 10* CFU bactéries, Ia présence

: d'un’'corps ‘étranger et d'un

. environnemernt favorabie & la
. croissance bacténenne\ nt

. traumalique. Si f'un ou deux

- {eTisque‘de développer.une
i ostéomyeiite est-diminué.

e rlsque devient nul,
i- » La mise en.place de
i syﬂémes a libération Jocale

-présenie une efticacité

* prophylactique et

! thérapéutique prauvée.

. % La qualité.dy débridement:
.est (e factelir
du Iraitement chirurgical. i
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» Lostéomyélite post-
traumatique esl la plus
rquuentc des. osteomyellt&s

q 18T
darigine | bacr.énenne et
Stuphylococws spp. est
ragent majoritairement
retrouve,

» Lexistence d'une plaie-
contaminée par plus.de:

Jes trois facteurs d'appamlon,
d'une ostéomyélite post-
de ces facteurs sant éliminés,- |

Si'les trois sonr prt'venus

maitrisée d’anubwuaue

ssentiel’

/r//////////////ﬂ?




" 4. Traitement chirurgicat
La partie chirurgicale peut exiger un haut
niveau de echniché.
« l.a premiere étape consisie en un débridement
agressil qui est réalisé en apportant un soin
particulier 2 1a technique opértoire. Laqualité
du débridement est ep effet te facteur essentiel
du traitement de FOMPT 3, 201,
Tous les Ussus, mous et osseux, nécrosés.cl
fibrosés, le matdricl purulent, les fisniles et le§
séquestres, doivent éure retirés en Hmitant.au
minimum les pertes'de substance. La viabililé
du tissu osseux peut Stre Svaluée subjective-
ment par le “signe du paprika” : le.chirurgien
curdtte ¢ tissu osseux jusqu'd voir apparaitre
au niveau de celui-ci de petits saignements

ponctiformes. Cela matérialise la limitc entre,

le tissu osseux vascularisé, et done a prior sain,
et e tissu nderosé.

Une exploration compltte dela plaie et des
préfevements pour culture bagtérienne dojvent.
étre véalisés, pendant ou aprés la phasce de
débridement. Lantibiothérapte systémique peit’
dtre initice 4 c¢ moment: ' ’

» Le site chirurgical est ensuite abondarmment
rineé (1 25 litres de solwé) a T'aide dun solute
physiologique ur d'une.solution & 0,05 % de
chiorhexidine titde, sous prassion modérée (avec
une seringue de 30 ml etwne alguille 18 G).

* Lorsque le débridement entraine unc perte de
plus de 30 % du volume cortical original, une
stabilisation osseuse (généralement a l'aide
d'une fixation externe) est recommandée afin
d’éviter d’éventuelles fractures d’arigine
iatrogene [20].

* Une-gretfe d'os spongieus peut étre réalisce
sur le site de débridement et permert de combler
un déficit osseux mavqué cr-d'accélérer Ja
guérison.

* Dans la mesure du possible, le site apératoiie
est refermé par premigre intention, éventuelle-
ment a l'aide de fambeaux cutangs ou myocuta-
nés ou de aretfes libres oy microvasculaires,
afin de permetire un recomvrement dusite el
damdliorer sa vascularisation.
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* Un drdin peut éiré niis b place avaiil la
fermelitre du site chirurgical lorsqu'il-existe de
grands espaces morts, que Ia qualité du débride-
ment est limitée oulors de production massive
dexsudat. Umsystéme de drainage actif fermé
est préférable car i) est clficace el limite les
contamindtions ascéndantes.

* Lorsqu'unefermeture divecte du site chirur-
gical est'irréalisable, ta plaic est [aissée ouverte.
Ladermsture est retardée ou vne cicatrisaiion
par.seconde intention est {avorisée i I'aide de
pansementls adapiés,

¢ Lorsqu'unc [raciure est impliquée dans le
processus d'ostcomyclite, ta slabilité doit éue
vérifige et fiequenmmentivéévaluée car la
guérison lors dinfection est possible que si la
condition de stabilité-est remplic. Linslabilit¢
du [oyver de fracture entrave en effet 1a revascu-
larisation de Pextrémiré:des abouts osscux et
crée un cpvironnement favérable 2 la Persis-
tance de l'ostéomyélite{21].

Si les implants sont stables, ils peuvent dwe:
laissés en place. Les implants permeltant Ja
persistancedes agents infecticux, une ablation
du matériel -dosréosynthése (AMO) est

néanmMoing 3, prévolr aprés giidrison ossclise

G (;mpl{*‘k, {3, 18],

Si la fractare ou les inyplants sont instables, une
AMO doit étre réalisée et la fracture est A
nouveau stabilisée (généralement 4 Naide d'une
fixation externe lindaire, circulaire owhybride).
Les recommandations-du suivi postopératoire:
sont classiques (vestriction d’excreice, physio-
thérapie, etc.).

2. Traitement miédjcal

Le traitement médical consiste en une antibio-
thérapie systémique ciblée et soutenue. Celle-
¢i ne peut en aucun cas s¢ substituer au débride-
ment chiruvgical, sous peiric d'échet-ou de.
récidives fréquentes,

Le choix de Pantibiotique est dicté parles

résultats des cultures bactériennes et de Uanti-

biogranime, et repose sur tles sensibilités confir-
mées de fa bactéric,
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Avant d’oblenir les résultats, ou si ceux-ci sont
négatils, un anubmthuc est choisi de fagon
empirique enadoptant une démarche probabi-
i ston la fréqueiice des bactéries rencon-
trées eren fonction de'la pénétration osseuse
du médicament (voir le- TABLEAU “Principaux
antibiotiquies ultilisés-paf vole systémique dans
‘e traitement des, OMPT”. )[22]. Les pénicillines,
les céphalosporines, les aminoglycosides et les
quinaclones sont les principales maolécules
utilisées. Une durée minimale de traitement de
quatre a six semaines est recommandde
16, 8, 13].

jMa]cre une approche conventionnelle
rigourenise, I¢taux de réussite varie de 80 a 90 %
[, 3,8, 2 21] De nouvelles méthodes de traite-
ment ont doue é1¢ développées afin de limiter
es récidiveset damdliorer le pronostic des cas
véffactaires d'un traitement classique.

Les systémes A libération locale maitrisée
{SLLM) permettent d'atteindre des concentra-
tions locales diantibiotique élevées, qui
atteignent 200 fois celle d'un traitement parenté-
ral [16] eUpendant une durée prolongge tout
en minirisantles risques de toxicité systémique
[10. 19]. Ces matrices de libération sont
composées diun matériau de support, non
résorbable commele polviméthyl-méthacrylate
(PMMA), 1¢;plus fréquemment utilis¢, ou
résorbable (platre de Paris, hydroxyapatite,
amidon réticulé, etc.) dans lequel Tantibiotique
est incorpoi¢ (PHOTO 4) [10, 19]. Les concen-
trations-d’antibiotique locales élevées et prolon-
gées permettent lapénétration des tissus
avasculaires.ct des biofilns. De uombreuses
&tudes rapportent lewr efficacité supérieure et
leur intérét dans le trditement et la prévention
delOMP] [7 15].

Prévention

Le traitement d'une ostéomyélite peut savérer
dlfhule long, coliteux et d'issue incertaine. 1l

convient donc-de mettre laccent surla prévens

tion de cétte affection. Lobjectif est d'éviter Ja
sarvenue des trois facteurs-de risque, Sifunde
ces trois composants est supprimé, il est
-possible d'évitér une OMPT. Si deux [dcteurs
sont.écartds, il y a‘de fortes chances quune
OMPT nc sc développe pas. Si les trois compo-
sants-sont prévenus, le risque 'OMPT devient
nul [11.

La contamination et la création dun environ-
nernent favorable au développement bactérien
entrent en jeu lors dune intervention chiragi-
cale ou'en présevice d'une blessuve. Uné gestion
de plaie rigourcuse et une technique chirurgi-
cale éprouvée sont nécessaires. Elles 1ndLu,nr :
- une bonné asepsie ;

- unc-antibioprophylaxic adéquate ;

- des incisions neues ;

--une hémostasc soignée ;

- une manipilation précautionneuse et la plus
atraumatique possible des tissus ;

-le retrait des corps étrangers, des tissus

fibrosés et nécrosés ;

- des décisions peropérdaioires judicicuses
(retirer un [ragment osseux dévascularisé pour

< Fluoroquinolone | Enrofloxacine | 5:a 207

:, Amingside Gentamicine | 22

IV IM SC

6a8h

Céphalosporine | Céphalexine | 22 4’30 IV IM SC, PO
+ Pénicilline Amoxiciline | 22430 | IV, IM, SC, PO 6 a 8h
Amoxiciline | 11422 | PO ‘2h
Acide
clavulanigue ¢
' Ampiciline ¢ 22 | PO ‘63 8 h 3
Péniciline G | 20 000 3 ? . .
(aqueuse) 40 000 UI 6h 2
Clindamycine Clmdamycme { PO S12h

éviter tout risque d'infection ou le garder afin
de stabiliser la réparation osscuse) ;

- une stabilisation fermd des ségmerits osseux
inipliqués ;

- une fermeture anatomigue cn limitant les
espaces morts.

Une antibioprophylaxic doit étre instaurée lors
de toute chirurgie orthopédique qui implique
lu misc en place d'implauts ou lorsque linter-
vention chirurgicale dure plus de deux heures.
La concentration tissulaiire 'maximale«<cn
antibiotique doit étre atteinte ¢t maintenue
dwrant toute l'intervention chirurgicale, Ainsi,
une injection.intraveincuse d'antibiotique est
réalisée vingt minutes avant le début de 'opéra-
tion chirurgicale, puis toutes les deux heures
an cours de Tintervention, Il convient darréter
Padministration d'antibiotique:dans les vingt-
quatre heures qui suivent l'intervention, 4 moins
dréure en présence d'unc fracture ouverte.

La mise en place de SLLM d’ dl’ltlblO[lqtlL
présente également une efficacité prophylac-
tique prouvé: [7], Elle peut éwre une excellente
option lors de situations a risque (fracture
ouverte dé type. [T ou 111) ou lorsque la survenue
d'une infection serait dramiatique (prathese
totale de hanche). Toatelois, la disponibilité de
ces systémes est actuellement fimitée.

La compréhension du processus pathogénique
des ostéomyélites post-traumatigues a beaucoup
progressé. Les mécanismes de persistance et de
protection bactérienne, nolamrent par la
formation d'un biofilm, sont maintenant connus
et étudiés. Des approches thérapeutiques qui
utilisent ces nouvelles connaissances'sont
développées, commic l'antibiothérapie locale par
SLLM ou Iinstauration d’'une antibiothérapie
systémique qui prend en compte la concentra-
tion minimale d’éradication dans.in biofilm.
Cus approches, couplées a un débridément
chirurgical agressif et-ciblé, devraient permet-
tre d’'améliorer les laux de succes dans le traite-
ment des cas d'OMPT les plus réfractaires.
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PREVENTION ET TRAITEMENT DES INFECTIONS OSSEUSES

Les systémes a libération locale

controlée ¢

9
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ntibiotiques

Lincorporation d’un antibiotique dans un implant-matrice déposé 'in s‘itu‘ permet la
prévention et le traitement des infections-osseuses, traumatiques ou chirurgicales.

e conicept de libération
locale par élution d'anti-
biotiques incorporés
dans un implant=matri-

e a.él¢ intoduit en 1970 {3].
Buchholz et Englebrecht
avaient alors découvert que
I'incgrporation de gentamicine
Aune matrice de poly-
méthacrylate de' méthyle
(PMMA) permeittail d’obtenir
localement des taux trés élevés
d'antibiotiques,.cn minimisant
les risques de toxicité sys-
témique. Cette technique a é1é
initialément urilisée a des {ins
prophylactiques. Des applica-
tions thérapeutiques ont
toutefois vapidement ét¢é
développées en médecines
humaine et vétérinaire. De
nombreux systémes 2 libéra-
tion locale résorbables sont
désormais a V’étude afin de
‘surmonter les inconvénients

‘des'sysiémes non-résorbables.

> Des concentrations locales
élevées

Les systémes a libération
lotale contrdlée (SLLC)
peuvent éue divisés en trois
classes : les iinplants matri-
ciels (résorbables et non-
rCs()fba‘ble%) les pomnpes
implantables-et la classe des
sLLC atypiques [4]. Les

implants matr iciels sonl Jes.

plus fréquemment utjlisés
enorthopédic.-Ces implants
-matriciels'’chargés en anti-
bigtique sont placés directe-
ment.au site*infecté avant
la termeture de:la plaie
chirurgicale.
Le principal avantage.des
SLLC réside dans feur capacité
a dc]wrcr des concentrations
Jocales d’ anublouqueﬁ trés
Elevées (100 3 1 000 fois celles
obtenues lors d’anlibiothéra-

ple systémique) de manidre
soutenue, sans présenter de
toxicité svstémique (les taux
sériques sont généralement
tres faibles) {1,2,5,7, 8,9, 15,
17, 18]. Lors d'ostéomyélites,
ces présentations améliorent
fortement la pénéiration de

lantibiotique dans les zones

dévascularisées et dans le

biofilm qui recouvre un

implant chirurgical. Les
baciéries résistantes & des
concentrations antibiotigues
Jocales trop faibles lors dadmi-
nistration systémique sont-cn
revanche sensibles aux concen-

ations Clevides libérées locale-
ment par un SLLC {7, 8, 14].
Le SLLC semble présenter des
avantages supplémentaires :
une bonne oblitération des
espaces maorts occasionnés par
le débridement chirurgical, des
propriéids d'ostéoconduction
et de support mécanique pour
la cicatrisation osseusc, une
meilleure observance théra-
peutigue, une diminution de la
quantité totale d'antibiotique
nécessaire lors d'un traitement
et la protection de molécules
rapidement dégradées par unc
autre voie d'administration

(1,4 8]

» Un-antibiotique

bactéricide et soluble '
De nombreuses associations
cntre divers antibiotiques el
matrices ont été développées.
Idéalement. les antibiotiques

utilisés dans les SLLC doivent

&tre bactéricides, notamment
lorsque l¢ SLLC est a but
prophylactique. Ils doivent
aussi &ure libérés localement a
des concentrations supéricurcs
au moins dix fois la concentra-
tion minimale inhibinice (CMID)
de 'agent pathogene impliqué.
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1ls doivent-&tre solubles:dans
Ueau afin de permettre leur

diffusion, ne présenter aucune .

toxicité locale, &tre minimale-

ment absorbés dans la circula- .

tion systémique; étre.stables.a
la température de polyvmérisa-
tion (70 2 100° C) pour les
matrices de PMMA ct 1ie pas
affecter les propriétés méca-
nigues de limplant [2, 9,15, 16,
17]. Lidéal-est de choisir I'anti-
biotique approprié en se
fondant sur les résultats des
cultures bacrériologiques.
Lorsque cela n'est pas possible
ou.que le SLLC a un but
prophylactique, le choix se
porte sur une molécule a large

spectre, acrive contie les gernies

suspectés. Les antibiotiques les
plus utilisés ont €18 les-amino-
glycosides, notamment la
gentamicine et la tobramycine,
les céphalosporines et les
fluoroyuinotones {8, 9, 17].

> Des jours a des mois
d'efficacité

Lacinétique de libération d'un
principe dctif & partir d'une
matrice dépend; d'une'part, de
la concentration, de la solubi-
lité et du coefficient de dilfu-
sion duprincipe actif-dans
cette matrice et, d'autre part,

de la géométric (rapport

volume/surface), de la poro-
sité, de ta vitesse de dégrada-

tion de la matrice et du‘degpd,

de fibrose, donc de la véaction

face au corps éuranger, qui

eucapsule 'implant [2,.9, 1'6]:
L'élution des antibiotiques est
biphasique : un relargage
massif survient pendant les
premiers jours apres 'implan-
tation, puis celui-ci décroit
progressivement [2]. Les raux
locaux d'antibiotiques peuvent
rester au-dessus de’la CMI

ent pathogene pendant
quelques'jouisd’quelques
mois $clon lés matrices et les
anublothueﬁ uulmé< 4.5, 8.
~9 12, 15 16] : :

> PMMA comme’ SLLC non
Tésorbable | )

Le matériay LlLl|lb \dolt étre
inerte, non carcinogénique,
hypoallergénique et mécani-
quement stablelors de Iélution
del; zmublouque [4] Deux sortes
de matrices sont employce,s les
matrices on-résar! hableg, qui
ont é16 les premitres utilisées,
et les résoibables, qui font 'objet
devastes récherches:

Le matériau non-résorbable le
plus utilisé est le PMMA. 11
s'agit d'un ciment osseux
obtenu par polymérisation
exothermique d'une poudre
‘polvmere au contact d’un
liquide monomeie, Le cormpo-
sé.durcit.én dix & quatorze
minutes pouriformer un
matériau cohésif ef poreux.
Lantibictique, sous ld formie de
poudre.on.de liquide, peut-
étre mélangé au-polymere
avant la polymérisation. Ces
SLLC peuvent-étre fabriqués
extemporanément avec un
antibiotique et unc résinc
PMMA classigue (SimplexP?,
Palacos® G, Prostalact} ou étre’
achevés prérs a utiliser
(Septopal®®; contenant.de la
gentarricine) [ 14]. Les concen-
trations et les durées de
relargage rapportées diflerent
selon l'dntibiotique et le type de
PMMA employés. Des études
expérimentales et cliniques ont
démontré que des concenira-
tions antibiotiques.bactéricides
¢raient. maintenués dans les.
tissus et les fluides en périphé-
rie des implants jusqu’a quatre-
vingls jours [2, 5, 18] :




L¢e: PMMA priésente néan-
amoins deux inconvénients
-majeurs . une. seconde chirur-
‘¢St néeessaire pour le
retrait des; implants (qui
_peuvent agir comine'un corps
étranger et'favoriser 'adhé-
aence de bactéries 2 sa
surface),-ct'T'élution de Yanti-
bwnque depuls la matrice

n'est jamais:complete[9, 15,
17} Ces inconvénients ont
‘motivé le développement de
matrices résorbables.

» Matrices résorbables: os,
_platre et polyméres

Les matrices résorbables
évitent une deuxieme intcrven-
‘tion chirurgicale pour fe retrait
de I'implant. La.vascularisa-
tion locale cst ainsi épargnée
et lalibération.de 1'antibio-
tique incorporé est compléte.
“s.Lors de greffes asseuses, 'os
spongieux; aufogénique ou
allogénique, peut étre utilis¢
‘comme matrice. II'présente
Lavantage de se reva

Wseulariser
et d’intervenir dans les
défenses immunitairves locales
ct-la réparation osseuse [ 7, 12].
‘Une étude in vitro rapportele
relargage de 70 %% de’la charge
totale en tobramycine incluse
dans une greffe osseuse dans
les 24 héures.qui suivent son
implantation. La quantité

-.d’antibiotique détectée une
scmaine:plus.tard est négli-
geable (13}, Les implants d'os
spongieux permettent donc
unélibération d'antibtoliques
sur une période tres courte, ce
qui pourrait.constituer une
;prophylaxic iniéressante.
‘Cette cindtique de libération
n'est en révanché pas adaptée
au traitement.d’vne infection
.ossetise.

s Parmi Jes substituts ou
extenseurs de gréffe osscuse
[12], le-plaire de:Paris est le
composé qui a été le plus
¢ludié. Ce.sulfate de calcium
peu colteux présente une
résorption leénte (quelques
semaines a quélques mois) [15).
‘La formulation aniibiotique la
-plus utilisée avec ce matéiau
comprend 3,64 % d¢-vanco-
‘myeine ct/fau 4,25 % de
tobmmycme [12].'Les temps
d'élution rapportés sont
généralement de deux A trois
‘sermaines [13, 15).

D’aprds les-études cliniques
:réaliséds, ce SLLC ost efficace
en prophylaxie.

Lhydroxvapatite (phosphate
de calcium) est un autre
composé prometteur. Ses
durées d’éladion et de résorp-
tion sont longucs, respective-
ment de quatorze a quatre-
vingt-dix jours et d'une dizaine

de sermaines {15]. Les éwdces’
- réalisées sur ce matériau

démontrent une eflicacité
curative similairc au PMMA
lors d’'ostéomydélites expéri-
mentales |3, 15].

¢ Les polymeres naturels sont
des éponges de collagene. de
fibrine, de thrombinc ou
d'autres produits issus de la
coagulation sanguine. Les

“temps d'élution sont géncrale-

ment faibles, avec un relargage
en (rois & quatre jours [3, 7, 9,
12, 15). Des modifications de
ces implants permettent en

revanche d’allonger lewrs temps
«d’élution [7,
polynitres naturels présentent:

15]. Les

une excellente biocompatibilité

ct perrvetlent a la néoformation.

osseuse de remplacer graduel-
lement le mutéiel implanté, Les
études d'cfficacité thérapeu-
tigue 11 vivo de SLLC a base de
polyméres naturels sont rares
mais les premiers résultats sont
prometteurs [7, 11, 13

* Larecherche sucles polymé-
res-synthétiques est la plus
active. Les biomatériaux
utilisés sont les polyanhydri-
des : le polyacide lactique
(PLA), le polyacide glveolique
(PGA), le polyacide lactique-
co-glveolique (PGLA). etc.
L'utilisation de¢ ces composés

‘permet un ajustement ef-un

controle précis des différents
parametres de l'élution. Les
formulations de PLA, PGA ct
PGLA présentent des tewnps
d'élution in vitro el in vivo de
trente a soixante-douze jours
selon une étude réalisée avec
la vancomycine, la tobramy-
cine et la clindamycine [10]. Ils
savérent ¢n outre aussi, voire
plus efficaces, qu'un traitement
systémique ou par SLLC &
base de PMMA lars d'ostéo-
myélites expérimentales [6].
Lamidon et le chitosan présen-
Lent également des caractéris-
tiques et un cout trés intéres-
sants [8].

» Efficace en prophylaxie

L.es deux indications princi-
pales des SLLC sont la mise en
place de protheses articulaires
cimentées (hanche et genou)

et la prévention des infections
des fraclures ouvertes [18].
Ces indications sont fondées
sur les conclusions d'études
cxpérimentales o Pefficaciié
de la prévention des inlections
par SLLC était ¢quivalente ou
supérieure 2 celle obtenue par
un traitemenl antibiotique
parentéral [2, 16, 18]. Des
séries de cas cliniques ont

‘également Gté rapportées en

médecine huraine, dont les
conclusions sont variables [17,
18]. La prophvlaxic assurée
parun SLLC.sémble toutcfois
au moins égale, ctvraisems-
blablemenit supéricure a celle
assuréce par-ladministration
systémique d'antibiotiques.

> 80 % & 90 % d’efficacité
lors d'ostéomylétite

Les SLLC sont également
indiqués pour traiter des
infections de prothéses articu-
laires-et des ostéomyélites
post-traumatiques. La pre-
miere étude d'cfficacité

réalisée cn 198] avec des

SLLC & hasc de PMMA lors de

reprise chirurgicale de prothe-
ses de hanche rapporte’ 77 %

de succés lors de-chirurgie

simple et 90 % lors de révision.

par étapes [17]. Les érudes

cliniques réalisées depuis ont

confirmé Vintérét des SLLC
dans cetie indication [18).

Lintérét curatif de.nombreux
SLLC, irrésorbables ct résor-
bables, lors d'ostéomyélite
chronique post-traumatique a

été démonuré par ces études’

expérimentales, puis confirmé

par des rapports de cas dliniques.

et des érudes prospectives ¢t

rétrospectives, en médecines:

hurriaine et vétérmaire (1, 2, 3,
16..18]. Les.taux de'succes
classiquement rapportés lors de
trailement d'ostéomyélite par
SLLC sont d’environ 80 & 90 %,
el apparaissent similaires ou
supériews a ceux d'une antibio-
thérapie systémique [1, 2, 5, 8,

1, 14,/18]. Un dé¢hridement
chirurgical adéquat reste
cependant nécessaire dans tous
Jes cas.

» Intolérance locale

et antibiorésistance ?’
Les.inconvénientsliés a {'utili-
sation de SLLC sont varcs, Ces
svstémes présentent générale-

‘ment unc cxeellente biocom-

patibilité. Certains peuvent
toutefois agir comme des corps
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étrangers ou inhiber certaines

composantes dea réponse.
‘immunitaire. Ces effets

sont
cependant modérés ct se

‘maiiifestent pliis hlS‘lOlOgqule-

ment que cliniquement.[]6,

18]. Des rapports cliniques
mentionnent également la

possibilité d'antibiorésistance
suite & l'usage de"SLLC. En

effet; "mplantation’ de SLLC.
entraine, 4 moyen-lerme, des’

concentrations locales et

systémigues en antibiotique:

trés basses, qui peuvent
exercer une pression.de
sélection ¢n faveur de souches
résistanics. Cependant, tres

peu d'études expérimentales

existent surle sujet [8, 17, 18]..
Certaines,sont en cours,
Le ¢ofit de production des

'SLLG résorbables quiprésen-
tent les propriétés les plus
intéressantes (composés de.
PLA-PLG et hydroxyapalite,
‘entre autrces
ment trop:élevés pour une

:sont actuelle-

utilisation courante.

Les SLLC semblent présenter
une efficacité au moins égale,
sinon supérieure, A celle d'une
antibigthérapic systémique

pour la préventioneet le traité-.

men des infections ossenses,
associée 4 un risque midimal
de toxicité systémique. Le
développement de matrices
résorbables, notamment des
polyméres synthétiques,
devraicnt apporter une
réponse aux inconvéhicrits ligs
a l'utilisation du PMMA.
Aucun SLLC résorbable n'est
toutefois actu
disponible sur le marché

humain ou vétérinaire. >}
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Annexe 8 : Poster présenté a la journée de la recherche (St-Hyacinthe, 20 novembre 2007)
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Envoyé : vendredi 8 juin 2007 12:43
Objet : Re: Autonisation

Bonsoir,

Cela ne devrait pas poser de probléme donc, et vous avez donc mon
autorisation pour les deux articles déja parus. Je vous joins ci-dessous mon
autorisation officielle.

En revanche, pour l'article que vous nous avez soumis, je ne sais pas
exactement a quel stade il en est, donc je préfererais que vous le citiez en
temps qu'article a paraitre (et non en le mettant en entier) si notre comité
l'accepte. Cette derniére condition dépend bien entendu de la date de
soutenance de votre mémoire car d'ici 1a l'article sera peut-étre paru ?

En tant que rédacteur en chef de la revue Le Point vétérinaire, j'autorise
Romain Béraud 2 inclure inclut les deux articles suivants dans son mémoire
de maitrise qui a pour titre "Développement de résistances bactériennes
suite 4 1'administration d'enrofloxacine par voie orale, intramusculaire et
locale chez un modéle porcin”, ainsi que le microfilmage de ce mémoire :
= BERAUD R, HUNEAULT L. L’ostéomyélite post-traumatique chez le chien et le
chat. Point Vet 2006 ;264 :30-35.
= BERAUD R, HUNEAULT L. Les systémes a libération locale contrdlée. Point
Vet. 2005 ;261:12-13.

Je reste a votre disposition pour toute information complémentaire,
Bien cordialement,

Valérie.

Valérie Colombani

Docteur vétérinaire

Rédacteur en chef Point vétérinaire/Pratique vétérinaire équine
Wolters Kluwer

Case postale 805

1, rue Eugene et Armand Peugeot

92 856 Rueil-Malmaison Cedex

T él j(information retirée /

information withdrawn]

Mll(information retirée /
Fax [linformation withdrawn

: information retirée / information withdrawn]
Mail




rage 1 de 2

Romain
. [information retirée / information
Re. - ,.in,. [information retirée / information withdrawn]
Envoyé : mardi 26 février 2008 08:23
Objet : Re: Manuscript 07-24

Dear Dr. Romain,

As the editor of the Canadian Journal of Vetennary Research I
authorize you, that you can use the material of MS#07-24 as part of
your MSc thesis.

Sincerely yours,

Eva Nagy

. Pl [information retirée / information withdrawn] "
Quoting Romain .

> Hello Dr Nagy,

>

> [ sent you an article (07-24) last year which was accepted after

> correction. Actually, the topic treated in it is the subject of my

> MSc, which should end soon. As the text of this article should be a
> part of my MSc thesis, I would need your authorization to

> incorporate it.

> Could you return me an e-mail stating that the CJVR authorizes me to
> use this article in my MSc thesis ?

>

> Thank you very much for your time

>

> Sincerely,

>

> Romain BERAUD, DMV

> Résident ACVS, Faculté de Médecine Vétérinaire de St Hyacinthe
>

> 2820 rue Nichols Chirurgie des
> Animaux de Compagnie
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